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RESUMO

A hipertrofia cardiaca € um mecanismo de adaptacdo do coragcdo ao
aumento de demanda. De acordo com o estimulo, fisiolégico ou patologico, a
hipertrofia apresenta diferentes caracteristicas morfolégicas e moleculares.
Compreender os mecanismos comuns e distintos entre os dois tipos de hipertrofia
€ um passo importante para o desenvolvimento de estratégias de prevencgéo e
tratamento da IC. Dentre os mecanismos distintos cabe ressaltar a participagao
das espécies reativas do oxigénio (EROs) que parecem estar presentes em altos
niveis na hipertrofia cardiaca patologica e em baixos na fisiolégica. Além disso, o
papel regulatorio dos microRNAs (miRs) tem sido demonstrado nas doengas
cardiovasculares. No entanto, a influéncia das EROs no desenvolvimento da
hipertrofia e nas adaptagbes decorrentes a ela ainda n&o esta estabelecido.
Assim, nosso objetivo foi avaliar as diferencas morfolégicas e moleculares da
hipertrofia cardiaca fisioldgica, induzida pelo exercicio, e da patoldgica, induzida
por bandeamento aortico (TAC), e sua modulagéo pela vitamina E. Os modelos
de exercicio e TAC desenvolveram hipertrofia cardiaca de forma compativel com
o estimulo recebido. Essas adaptagbes ocorreram conjuntamente com alteragdes
na expressao dos miRs-21, -26b, -150, -210 e -499. A vitamina E inibiu o estimulo
angiogénicos, no modelo fisioldgico, assim como a expressao dos miRs-21, -150
e -210. No entanto, esses efeitos ndo alteraram o fendtipo final da hipertrofia
cardiaca fisiolégica. No modelo patologico, por outro lado, a vitamina E reduziu a
fibrose e o dano oxidativo, além de alterar a expressdo de miRs ja descritos no
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patologica. Novamente, esse efeito n&o
foi suficiente para reduzir a hipertrofia cardiaca. Em conjunto, os dados desse
estudo sugerem que a vitamina E e/ou sua capacidade antioxidante tém a
capacidade de influenciar de forma benéfica a hipertrofia patolégica; no entanto,

seus efeitos podem ser desfavoraveis no estimulo fisiologico.

PALAVRAS CHAVE: Hipertrofia Cardiaca; Vitamina E; MicroRNAs; Exercicio
Voluntario; Bandeamento Adrtico Transtoracico; Angiogénese.



ABSTRACT

Cardiac hypertrophy is an adaptive mechanism of the heart to the increased
demand. According to the stimulus, physiological or pathological, cardiac
hypertrophy present different morphological and molecular features.
Understanding both the unique and the shared features in each type of
hypertrophy is an important step to the development of novel approaches in the
HF management. Among the unique mechanisms, the participation of reactive
oxygen species (ROS) seems to be present at high levels in pathological and at
low levels in physiological cardiac hypertrophy. Furthermore, the regulatory role of
microRNAs (miRs) have been shown in cardiovascular diseases. However, ROS
influence in cardiac hypertrophy development and their adaptations were not
established yet. Thus, our objective was to evaluate morphological and molecular
differences between  physiological cardiac hypertrophy (physical exercice-
induced) and pathological cardiac hypertrophy (transverse aortic constriction-
induced), and its modulation by vitamin E. Exercise and TAC models developed
cardiac hypertrophy in a manner consistent with the received stimulus. These
adaptations occurred along with changes in miR-21, -26b, -150, -210 and -499
expression. Vitamin E inhibited angiogenic adaptations, as well as miR-21, -150
and -210 expression in physiological model. However, these effects did not
change the final physiological cardiac hypertrophy phenotype. On the other hand,
in the pathological model, vitamin E reduced oxidative damage and fibrosis, and
altered the expression of miRs described in pathological cardiac hypertrophy
development. Again, this effect was not sufficient to reduce cardiac hypertrophy. In
conclusion, vitamin E and/or its antioxidant capacity have the capacity to influence
the pathological hypertrophy in a beneficial way, but its effects can be unfavorable
in the physiological stimulus.

KEYWORDS: Cardiac Hypertrophy; Vitamin E; MicroRNAs; Voluntary Exercise;

Transverse Aortic Constriction; Angiogenesis.
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APRESENTAGAO

A presente tese de doutorado esta organizada em trés partes principais,

descritas abaixo:

* Parte I: Introducéo e Objetivos

* Parte IlI: Resultados apresentados na forma de dois artigos cientificos,
organizados em capitulos, em substituicdo as segcbes de Material e
Métodos e Resultados;

* Parte lll: Discussao, Conclusdes e Perspectivas;

* Anexos: Materiais suplementares aos artigos, figuras anexas da
discussdo, documentos de aprovacdo dos projetos de pesquisa e

producao complementar da aluna de doutorado.
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INTRODUGAO

1. HIPERTROFIA CARDIACA

A hipertrofia cardiaca é definida como o aumento da massa cardiaca
devido ao aumento do tamanho dos midcitos. Este crescimento pode resultar
de uma sobrecarga hemodinamica, de pressdao ou de volume imposta ao
coragao (Gupta et al., 2007, Heineke et al., 2006). O aumento da demanda
cardiaca desencadeia uma série de mecanismos de adaptacdo denominados
remodelamento cardiaco. Neste processo ocorrem modificagdes intersticiais,
celulares e moleculares que promovem alteragdes no formato e tamanho do
coragao, assim como podem alterar sua fungdo (Dorn 2007). De acordo com as
adaptacdes e a natureza da sobrecarga imposta ao coragdo, a hipertrofia
cardiaca pode ser classificada como patologica ou fisiologica (Kong et al.,
2005). Esses dois tipos de hipertrofia apresentam caracteristicas estruturais e

funcionais diferentes, como demonstrado na Figura 1.

, \ Patolégico
Cb/ragéo Adulto Normal
Coragao neonato Ventriculo direito Ventriculo esquerdo

Desenvolvimento

arcomero , CSPessura
Largura{ &5
Exercicio ou Comprlmento Cardiomiopatia
gravidez
Excéntrico
Excéntrico Concéntrico Concéntrico

Figura 1 — Representagdo esquematica da hipertrofia cardiaca fisiolégica e patolégica
(Maillet et al., 2013).

e

HMM
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1.1.HIPERTROFIA CARDIACA FISIOLOGICA

A hipertrofia cardiaca fisiologica resulta de um estimulo fisiolégico, como
0 exercicio fisico ou a gravidez. A hipertrofia cardiaca fisiologica apresenta o
crescimento ndo prejudicial do coragdo, sem a presenga de fibrose e se
caracteriza por manter a funcédo cardiaca normal ou até aumentada, além de
ser um processo reversivel. Aléem disso, a hipertrofia cardiaca fisiolégica n&o
apresenta a reativacdo de genes fetais, apenas a ativacdo de rotas de
crescimento e sobrevivéncia celular (Heineke et al., 2006, Weeks et al., 2011).

A pratica regular de exercicios fisicos leva a uma série de adaptacdes
fisiologicas no organismo que se instalam de forma gradual e variam conforme
as caracteristicas do treinamento. Entre as adaptacbes cardiovasculares se
destaca a hipertrofia cardiaca fisiologica, que ocorre em resposta as alteragdes
hemodinamicas, que geram sobrecarga cardiaca durante as sessdes de
treinamento (Ellison et al., 2012, Gielen et al., 2010).

O exercicio fisico € um estimulo ja conhecido para o desenvolvimento de
hipertrofia ventricular esquerda (Tao et al., 2015). As alteragbes estruturais,
resultantes do treinamento fisico, dependem do tipo, duracéo e intensidade do
exercicio. Os diferentes tipos de exercicio fisico podem ser classificados em
dois grupos: de resisténcia e de forga. Os exercicios de resisténcia, como a
corrida, resultam em aumento de massa muscular em resposta a sobrecarga
de trabalho. Esta hipertrofia € um mecanismo fisiolégico compensatoério, de
padrao mais excéntrico, caracterizado principalmente pelo aumento do
comprimento e didmetro dos cardiomidcitos, desta forma sendo responsavel
pela manutengdo da tensdo na parede ventricular em niveis fisioldgicos. Nos
exercicios de forca, como o levantamento de peso, predominam as formas
isométricas ou estaticas do exercicio, gerando uma sobrecarga de pressao. A
hipertrofia resultante € de padrdo mais concéntrico, caracterizado
principalmente pela adigdo de sarcémeros em paralelo. Entretanto, a maioria
das atividades fisicas envolvem forca e resisténcia (Bernardo et al., 2010,
Maillet et al., 2013).

Diversos estudos tém utilizado modelos de exercicio fisico aerdbico em
animais a fim de compreender os mecanismos da hipertrofia cardiaca

fisiologica (Wang et al., 2010). Dentre esses protocolos, os mais utilizados sao
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o exercicio forgcado em esteira, natacao forcada e exercicio voluntario em rodas
de treinamento. Os protocolos de esteira e natacdo sdo compostos por sessdes
de treinamento que variam em duragdo, frequéncia e velocidade. Esses
modelos tém demonstrado ocorréncia de hipertrofia cardiaca em torno de 15 a
20% nos animais treinados, compativel com o padrao de hipertrofia cardiaca
encontrado em atletas (Bellafiore et al., 2007, Maillet et al., 2013, Medeiros et
al., 2004, Moran et al, 2003). Ja o exercicio em rodas de treinamento, apesar
de ser voluntario, tem apresentado um grau similar de hipertrofia cardiaca apos
quatro semanas de treinamento (Allen et al., 2001, Lerman et al., 2002). Este
tipo de protocolo produz menos estresse para os animais e mimetiza o
exercicio em humanos (Wang et al., 2010). A resposta hipertréfica das células
musculares cardiacas tem sido estudada extensamente; porém, os elos
intermediarios entre a hipertrofia compensatoria a sobrecarga de trabalho e a

sua progressao para a morte celular ndo estéo suficientemente elucidados.

1.2.HIPERTROFIA CARDIACA PATOLOGICA

A hipertrofia cardiaca patolégica € um importante marcador de
morbimortalidade em doengas cardiovasculares (Braunwald, 2013). Ela pode
ser desencadeada por diversos fatores como hipertensao, estenose adrtica,
valvulopatias e infarto agudo do miocardio (IAM) (Burchfield et al., 2013). O
padrdo patologico vem sendo estudado na busca da compreensdo dos
mecanismos que determinam a sua evolugao para a insuficiéncia cardiaca (IC).
A hipertrofia cardiaca patoldgica, por sobrecarga de pressao, inicialmente € um
mecanismo compensatdrio para a adaptacdo a um aumento de demanda no
miocardio. Ela é caracterizada pelo crescimento dos sarcémeros em paralelo
apresentando um padrdo concéntrico, com a presenca de pouca fibrose e a
diminuicdo da fungdo cardiaca. No entanto, quando o estresse sobre o
miocardio € cronico, esse mecanismo de adaptacdo acumula alteragcbes que
comprometem a funcdo cardiaca. Nessa fase de descompensacao da
hipertrofia cardiaca, o coracado evolui para um padrao excéntrico, caracterizado
pela dilatagdo do ventriculo esquerdo (VE), fibrose extensa, morte de
cardiomidcitos e IC (Heineke et al., 2006, Weeks et al., 2011).

13



Além de mudancgas estruturais, alteragbes na expressdo génica,
remodelamento da matriz extracelular e sinalizacdo pré-inflamatérias
promovem o desenvolvimento da hipertrofia, e sua posterior progresséo para a
IC. Dentre as alteragcdes na expressao génica, a reprogramagdo de genes
fetais € a mais caracteristica (Burchfield et al., 2013). A miosina de cadeia
pesada (MHC) €& a principal proteina contrati no musculo cardiaco e
esquelético e a determinante da eficiéncia da contracdo. Os musculos cardiaco
e esquelético modulam a expressdao dos genes da miosina em resposta a
sinalizagdo hormonal e aumento de demanda. A contratilidade cardiaca é
dependente da expressao de dois genes da MHC, a e 3, que séo regulados de
forma contraria pelo desenvolvimento, sinalizagdo fisiologica e patologica. A
MHC-B é uma ATPase relativamente lenta, com maior atividade oxidativa e
menor capacidade contratil, predominantemente expressa no coragao
embrionario, enquanto que a MHC-a € uma ATPase rapida, com maior
atividade glicolitica e velocidade contratil e € a principal isoforma cardiaca em
roedores adultos. Por outro lado, a MHC-B é predominante nos coracdes
humanos adultos e pode tornar-se ainda mais abundante durante a doenca
cardiaca quando MHC-a tem sua expressao reduzida. Variagdes relativamente
sutis na proporcao das MHC-a e B podem influenciar profundamente a funcao
cardiaca. Diversas formas de estresse cardiaco, como a hipertrofia cardiaca
patolégica, promovem a reativagéo fetal, ou seja, aumentam a expresséo da
MHC-B e a diminuem da MHC-a, com a consequente diminuigdo do
desempenho cardiaco (van Rooij et al., 2009). Outros genes importantes como
marcadores da reativacdo fetal sdo o gene da a-actina que €& bastante
expresso no periodo fetal, mas ndo no coragdo adulto e o gene do fator
natriurético atrial (NPPA), que é um peptideo hormonal secretado no coragao

adulto em resposta ao estresse de parede cardiaca (Cox et al., 2014).

Além das alteragbes ocorridas nos cardiomiocitos os demais
componentes celulares do coragcdo sofrem alteragdes durante o processo
hipertréfico e a progressao para IC. Sob estresse os fibroblastos cardiacos
proliferam e se diferenciam em miofibroblastos que tém a capacidade de
contrair e secretar colagenos tipo | e Il e fibronectina, iniciando um processo de
deposigao anormal de matriz extracelular e formacado de fibrose. Sendo o
fibroblasto o tipo celular mais abundante do miocardio, a fibrose promove

disfungdo contratil e disturbios de ritmo cardiaco. Além dessas alteragdes,
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muitas outras que comprometem a funcdo cardiaca ocorrem durante a
hipertrofia cardiaca patolégica tais como: déficit no metabolismo energético,
remodelamento vascular e eletrofisioléogico e morte de cardiomiocitos por

apoptose e necrose (Burchfiel et al., 2013).

Para estudar a hipertrofia cardiaca patoldgica diferentes modelos
animais tém sido utilizados, como os modelos cirurgicos de bandeamento
aortico e 1AM, animais espontaneamente hipertensos (SHR) ou sensiveis ao
sal e modelos com uso de drogas (monocrotalina, L-NAME, epinefrina,
isoproterenol, entre outras). O modelo de bandeamento aortico transtoracico
(TAC) consiste em realizar cirurgicamente um grau de estenose entre o tronco
braquiocefalico e a cardétida comum esquerda. Esse modelo tem sido
amplamente utilizado por causar hipertensdo aguda sobre o ventriculo
esquerdo, desencadeando um fendtipo de hipertrofia cardiaca patologica com
progressao para a IC (Patten et al., 2009). Diferentes grupos tém demonstrado
que o modelo de TAC induz hipertrofia cardiaca patoldégica com reativacéo de
genes fetais, fibrose e disfungdo cardiaca com um aumento da massa do VE
de cerca de 22% e 40% em 7 e 14 dias, respectivamente (Hou et al., 2015,
Sano et al., 2007, Toischer et al, 2010). A gravidade da hipertrofia cardiaca
patoldgica induzida por esse modelo depende do grau de estenose na artéria
cardtida comum esquerda durante a cirurgia, podendo ser moderada ou severa

(van Nierop et al., 2013).

1.3. DIFERENGAS ENTRE HIPERTROFIA CARDIACA FISIOLOGICA
E PATOLOGICA

Diversos estudos tém tentado demonstrar as diferengas bioquimicas e
moleculares entre esses dois tipos de hipertrofia (Bernardo et al., 2010, Dorn
2007, Maillet et al., 2013, McMullen et al., 2007, McMullen et al., 2003, van
Berlo et al., 2013, Weeks et al., 2011) (Figura 2). De maneira geral, estimulos
neuro-humorais como a angiotensina Il (Ang Il) e a endotelina 1, resultam na
ativacado da proteina G, através dos receptores Gaq que estdo associados a
hipertrofia patologica e progressao para IC (Maillet et al., 2013, McMullen et al.,
2003). Essa sinalizagdo conta com a participacdo da calcineurina, uma

fosfatase dependente de Ca*?, que regula a transcricido de genes hipertréficos
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através do fator nuclear ativador de célula T (NFAT). Por outro lado, a ativagéo
de fatores de crescimento, como o insulinico (IGF) e vascular endotelial
(VEGF), dos horménios tireoidiano (T3) e insulina, estimulam a via da
fosfoinositol-3-quinase (PI3K), e estdo implicados em um crescimento
fisiolégico ou adaptativo (Weeks et al., 2011). Ha ainda rotas que podem ser
comuns as duas formas de hipertrofias como os estimulos mecanicos, a
ativagado das vias da proteina quinase B (PKB ou Akt), das proteinas-quinases
ativadas por mitdogenos (MAPKs) e do receptor de citocinas que levam a
ativacdo da via JAK/STAT. Essas rotas parecem ser ativadas tanto por
estimulos patolégicos como pelo exercicio (Bernardo et al., 2010, McMullen et
al., 2007, Weeks et al., 2011).
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Figura 2 - Modelo ilustrando as principais vias de sinalizagdao envolvidas no

desenvolvimento de hipertrofia fisiolégica e patologica (Burgoyne et al., 2012).

Além das cascatas de sinalizagdo, aspectos moleculares e morfolégicos
sdo distintos entre os estimulos fisiolégico e patolégico. De forma geral, a
hipertrofia cardiaca patologica € caracterizada pelo aumento de morte celular,
fibrose, produgdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) e diminuicdo de
densidade capilar e sintese mitocondrial. Além de alteragdes no perfil
energético, com diminuicdo no metabolismo de acidos graxos e aumento da
glicolise (Bernardo et al., 2010, Tham et al., 2015). Ja na hipertrofia cardiaca
fisiologica todos esses processos parecem estar em equilibrio para a melhora
da eficiéncia cardiaca (Weeks et al., 2011). Ainda, o fendtipo observado no

desenvolvimento da hipertrofia passa pela regulacdo de diversos genes e
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moléculas como os microRNAs (Figura 3). A elucidacdo de aspectos
morfologicos e moleculares que podem ter papéis distintos nestas duas formas

de hipertrofia & critica para o desenvolvimento de estratégias mais eficientes

para frear o processo de descompensacao e progressao a IC.
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Figura 3 — Esquema ilustrando as principais adaptagdes celulares do processo de

hipertrofia cardiaca (Bernardo et al., 2010).

2. ANGIOGENESE E HIPERTROFIA CARDIACA

O crescimento dos cardiomiécitos e a angiogénese devem ocorrer de
forma coordenada durante a hipertrofia, a fim de garantir o aumento apropriado
da disponibilidade de oxigénio e nutrientes (Dorn, 2007, Hudlicka et al., 1992,
Walsh et al., 2007). Sob condigdes fisiolégicas e patologicas o miocardio
secreta fatores de crescimento angiogénicos que estimulam a angiogénese
para suprir a demanda e sustentar o crescimento e desempenho do miocardio.
Interessantemente, o aumento nos niveis desses fatores de crescimento, em
especial do VEGF, tem um feedback positivo sinalizando a hipertrofia (Figura
4)(Oka et al., 2014).
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Figura 4 — Modelo ilustrando as vias de sinalizagdo envolvidas na hipertrofia cardiaca e
angiogénese (Oka et al., 2014).

A angiogénese € um dos determinantes do tipo de hipertrofia cardiaca:
fisiolégica ou patolégica, compensada ou descompensada. A hipertrofia
cardiaca fisiologica esta associada a uma densidade capilar aumentada,
enquanto em modelos de hipertrofia patoldgica esta densidade esta reduzida e
tem sido implicada em disfungdo contratil e progressao para IC (Dorn, 2007,
Hudlicka et al, 1992, Walsh et al, 2007). Em um modelo de hipertrofia
cardiaca induzida por aumento na expressao da proteina Akt, estimulos
hipertréficos induziram a expressdao de fatores angiogénicos na fase de
hipertrofia adaptativa, e o bloqueio destes fatores resultou na redugdo da
densidade capilar e acelerou a progressdo para IC (Shiojima et al., 2005).
Desta forma, o balango entre o crescimento de cardiomiocitos e a angiogénese
€ um dos determinantes do quanto a hipertrofia cardiaca é fisiologica ou
patoldgica, e o bloqueio da angiogénese durante a hipertrofia é critico para a
progressao da fase adaptativa para a mal-adaptativa (Carmeliet, 2000).

O exercicio fisico € um estimulo mecéanico e bioquimico a angiogénese.
O aumento do fluxo sanguineo e do estresse de cisalhamento, assim como,
estimulos de crescimento e o aumento das necessidades energéticas do
musculo, estimulam a adaptagdo aguda do fluxo sanguineo, principalmente por
meio de vasodilatacdo e formagdo de novos vasos (Carmeliet, 2000). O
aumento no consumo de oxigénio e/ou diminuicdo da tens&o tecidual de

oxigénio (hipoxia) iniciam um vasto leque de respostas adaptativas, sistémicas,
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locais e a nivel celular, todas com o objetivo de restaurar a homeostase do
oxigénio. As respostas celulares a hipoxia sdo mediadas pelos fatores de

transcrigdo induziveis por hipdxia (HIFs).

O HIF-1 é um fator de transcrigdo heterodimérico com papel importante
nas rotas de sinalizagdo que transmitem informagdes sobre os niveis celulares
de oxigénio (Ke et al., 2006, Semenza, 2009, Semenza, 2007, Smith et al.,
2008). O HIF-1 é composto por duas subunidades: HIF-1a e HIF-13. O HIF-13
€ constitutivamente expresso e nado é afetado pela hipéxia. O HIF-1a é
expressado principalmente pela agdo do fator de transcricdo Sp1 (specificity
protein 1); porém, existem na regido promotora do gene sitios de ligacdo aos
fatores de transcricdo AP-1 (proteina ativadora-1) e NF-kB (fator nuclear kB)
(Déry et al., 2005, Semenza, 2009). Em situa¢cées de normoxia o HIF-1a é
hidroxilado pelas enzimas prolil-hidroxilases (PHD). Essas enzimas tém sua
atividade dependente de O, como substrato e do ferro (Fe*?), ascorbato e a-
cetoglutarato como cofatores obrigatorios (Kietzmann et al., 2005, Page et al.,
2008, Semenza, 2009, Traber et al., 2011). O processo de hidroxilagdo
aumenta a afinidade do HIF-1a pela proteina supressora tumoral von Hippel-
Lindau (VHL). A ligagdo do HIF-1a hidroxilado com o VHL o marca para a
degradacgao pelo proteassomo. Ha ainda o fator inibidor da HIF (FIH) que
regula a atividade da HIF-1a sob normédxia, hidroxilando o sitio de ligagdo do
complexo co-ativador p300/CBP, impedindo assim sua ligacdo ao HIF-1a (Déry
et al., 2005, Smith et al., 2008). Entretanto, em situagdes de hipoxia a PHD é
inibida e o HIF-1a se acumula e dimeriza com o HIF-1B, recrutando o
p300/CBP (Figura 5). Este complexo se liga ao DNA para desencadear a
transcricdo de mais de 100 genes de resposta a hipdxia, coordenando um
amplo espectro de processos celulares fisiologicos, incluindo angiogénese,
eritropoiese, metabolismo energético, sobrevivéncia e proliferacdo celular
(Cerretelli et al., 2011, Semenza, 2007, Smith et al., 2008).
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Figura 5 — Representagdo da ativagao e inativagcdo do HIF-1a em situagdes de hipoxia e
normoxia. OH, representa a hidroxilagao.

Com relagdo a angiogénese, o HIF-1a regula a transcricdo de fatores
angiogénicos como o VEGF e seus receptores (Semenza, 2007). Outro papel
importante do HIF-1a €& estabelecer um balango 6timo entre metabolismo
glicolitico e oxidativo em qualquer concentragdo de oxigénio para maximizar a
producdo de ATP sem aumentar os niveis de EROs (Cadenas et al., 2010,
Cerretelli et al., 2011). Desta forma, sob hipoxia, HIF-1a ativa a quinase
piruvato desidrogenase (PDK1) o que causa a inibicdo da atividade da enzima
piruvato desidrogenase e diminuigdo da entrada de substrato no ciclo de Krebs.
Assim, a célula sob hipoxia mantém a produgdo de ATP pela glicdlise
anaerobica, preservando o oxigénio intracelular e diminuindo a produgdo de
EROs (Cadenas et al., 2010, Cerretelli et al., 2011, Kim et al., 2006).

Mesmo em situacdes de normoéxia, fatores de crescimento como o IGF e
o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), citocinas e horménios
parecem ser capazes de induzir e/ou ativar a expressao do HIF-1a, através da
ativagdo da via PI3K. Sugere-se que esse mecanismo seria suficiente para
desencadear a expressédo de genes de resposta a hipoxia, apesar da PHD e
FIH estarem ativas (Déry et al., 2005, lkeda et al., 2009, Lee et al., 2004).
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Desta forma, o HIF-1a participaria de processos como hipertrofia cardiaca
através, também, de estimulos de crescimento e ndo apenas modulado pela
hipoxia.

O HIF-1a parece ter papel fundamental na adaptacdo cardiaca a
estimulos hipertroficos e na coordenagao entre hipertrofia e angiogénese (Cai
et al., 2008, Kim et al., 2002, Qing et al., 2007, Walsh et al., 2007). A delec&o
cardiomiocito-especifica do HIF-1a, em condicbes de normoxia, leva a
alteragdo na expressdo de varios genes envolvidos no controle do calcio, na
angiogénese e no metabolismo da glicose, com consequente reducédo da
contratilidade cardiaca e vascularizagdo (Huang et al., 2004). Em um modelo
de hipertrofia patologica por TAC, a hipertrofia inicial compensatoria foi
acompanhada por neovascularizagdo, a qual ocorreu através da estimulacao
do HIF-1a. Na transicdo para fase mal-adaptativa, a supressdo de HIF-1a se
associou a angiogénese reduzida e disfungéo sistolica, enquanto o bloqueio
desta supressdo atenuou a progressdo para a fase descompensada (Sano et
al., 2007). Além disso, Marini e colaboradores, utilizando um protocolo de
treinamento em esteira com ratos, observaram o aumento na angiogénese e
vascularizagdo nos animais treinados apos 10 semanas. Esse aumento na
angiogénese foi acompanhado de um aumento na expressao de VEGF e HIF-
1a (Marini et al., 2008). Desta forma, o HIF-1a parece ser crucial na sinalizagao
entre 0 miocardio e a vasculatura para permitir seu crescimento coordenado
(Shohet et al., 2007, Shyu et al, 2002, Zolk et al., 2008). Assim, os
mecanismos envolvidos na angiogénese adaptativa parecem contar com o
envolvimento do HIF-1a, que é fundamental para os processos da hipertrofia

fisiologica e patoldgica.

3. MICRORNAs (miRs)

O primeiro microRNA (miR) foi descoberto na espécie Caenorhabditis
elegans em 1993 e foi chamado lin-4 (Lee et al., 1993). Esse miR apresentava
complementaridade parcial com a regido 3'-UTR do RNA mensageiro (RNAm)
da proteina lin-14. O complexo lin-14 e lin-4 resultou na inibicdo da tradugao do
RNAm lin-14, demonstrando uma regulagao da expressao génica em nivel pos-
transcricional. Embora este achado tenha sido inédito, o interesse da
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comunidade cientifica pelos miRs surgiu apenas quando eles foram descritos
em mamiferos, demonstrando que mecanismos de regulagdo génica poés-
transcricional poderiam ter carater conservado entre as espécies e regular
fungdes nas células eucaridticas (Lagos-Quintana et al., 2001, Lim et al., 2005).
Os miRs representam uma classe de pequenos RNAs enddégenos, de fita
simples com 19-25 nucleotideos, que n&o codificam proteinas e agem

regulando a expressao génica (Bartel, 2004).

3.1.BIOGENESE E MECANISMO DE AGAO DE MIRs

Os miRs sé&o filogeneticamente conservados e podem ser codificados
por genes localizados em éxons ou introns tanto de genes codificadores de
proteinas quanto de genes nao-codificadores (Bartel, 2004). Os miRs podem
ser expressos constitutivamente, em uma situagao especifica ou em tecidos
especificos (Lagos-Quintana et al., 2001). Por exemplo, diferentes estudos tém
demonstrado que o miR-208 é expresso somente no tecido cardiaco e quando
detectado no plasma reflete dano miocardico (van Rooij et al., 2009, Wang et
al., 2010).

O processo de maturagcdo de miRs envolve uma série de etapas
resumidas na Figura 6 (Mack, 2007). Inicialmente, ocorre a transcrigdo primaria
do miR (pri-miR), que €& processado no nucleo pela ribonuclease Drosha,
formando uma estrutura do tipo hairpin chamada de pré-miR. Esse € exportado
para o citoplasma pela exportina 5 e clivado pela ribonuclease Dicer, dando
origem ao miR maduro de fita simples e sua fita antissenso (miR*) (Bartel,
2004). O miR maduro se liga a proteina Argonauta para formar o complexo
RISC (Inducdo do Silenciamento do RNA). O complexo RISC direciona o miR
para a regido complementar 3'-UTR do RNAm alvo. Os microRNAs se ligam ao
seu mRNA-alvo dependendo da complementaridade dos pares de bases da
sequéncia seed (Ambros, 2004, Lim et al, 2005). A sequéncia seed
corresponde aos primeiros 7-8 nucleotideos da extremidade 5 do miR, essa
sequéncia é critica para o reconhecimento do mRNA-alvo pelo miR. Quando
essa ligacdo do microRNA é totalmente complementar ao mRNA-alvo ocorre a
marcagdo para degradagdo por proteassomos, entretanto quando a
complementaridade é imperfeita a tradugdo do RNAm ¢é inibida (Bartel, 2004,
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Nilsen, 2007). A inibicdo da tradugdo continua sendo considerada o principal
mecanismo de regulacdo da expressdo génica por miRs em animais, porém
trabalhos recentes tém apontado outros mecanismos possiveis como a de-

adenilagao, degradacéo e liberagao precoce dos ribossomos (Nilsen, 2007).
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Figura 6 — Esquema ilustrando a biogénese dos microRNAs (Mack, 2007).

3.2.BUSCA DE mRNA ALVOS DE MIRs

Supde-se que cada miR pode possuir mais de 200 genes alvo, assim
como cada gene pode ser regulado por mais de um miR. Desta forma, o leque
de possibilidade de regulagdo dos diferentes genes e miRs seria enorme
(Lewis et al., 2005). Para avaliar essas possibilidades existem varios algoritmos
de predicdo de alvos de miR como por exemplo: miRanda, miRBase, PicTar e
TargetScan. Estes algoritmos analisam a complementaridade das sequéncias
de miR com as regibes 3’-UTR de RNAm através de fatores como: energia
livre, pareamento da sequéncia seed, conservagao filogenética dos sitios de
ligacdo. No entanto, apesar desses algoritmos serem excelentes para a
predicdo, apenas a validagao biolégica de alvos é capaz de confirmar a agao
de um miR sobre o mRNA-alvo.
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3.3.MIRs E DOENCAS CARDIOVASCULARES

No sistema cardiovascular foi observada a expressao de mais de 200
miRs diferentes. As fungbes e mecanismos de agdo da maioria desses miRs
ainda esta longe de ser compreendida. No entanto, ha evidéncias de que os
miRs tém papel importante no desenvolvimento cardiaco e em situagbes de
estresse, contribuindo tanto para a homeostase cardiaca quanto para a doencga
(Thum et al., 2007, van Rooij et al., 20006).

Alguns miRs ja foram identificados como sendo tecido-especificos ou
demonstraram um forte papel no sistema cardiovascular (van Rooij et al.,
2007). O miR-208a/b ja foi estabelecido como cardio-especifico e os estudos
tém demonstrado que esse miR desempenha um papel importante no
desenvolvimento e fung¢édo cardiaca (van Rooij et al., 2009, Wang et al., 2010).
Além do miR-208a/b, ha outros miRs que sdo musculo especifico como os
miR-1, -133, 206 e -499. Esses miRs sdo conhecidos como miomiRs e estdo
envolvidos em uma série de processos que incluem: miogénese (proliferagéo,
diferenciagcdo e especificacdo do tipo de fibra), regeneragdo e hipertrofia
muscular (Caré et al., 2007). Interessantemente, os miR-208a, -208b e -499
estdo em regides intrbnicas dos genes da miosina de cadeia pesada Myh6 (o-
MHC), Myh7 (B-MHC), e Myh7b, respectivamente, sugerindo sua associagéo
com essas isoformas (Thum et al., 2007, van Rooij et al., 2009). Além destes,
outros miRs tém demonstrado associagdo com a hipertrofia cardiaca ou com os
mecanismos que a compde. Abordaremos em maior detalhe esses miRs a

seqguir.

3.3.1. MIR-499

O miR-499 é um microRNA musculo especifico, encontrado em altos
niveis no coragao fetal (Shieh et al., 2011). O miR-499 é codificado dentro do
intron 19 do gene Myh7b, um gene de miosina sarcomeérica expresso no
musculo esquelético, mas n&o expresso de forma significativa no coragdo. A
expressdo do miR-499 é desacoplada da expressdo do gene Myh7b por
splicing alternativo do transcrito primario, o RNAm do Myh7b é eliminado e o
miR-499 é protegido por exportagdo nuclear. Ou seja, 0 miR-499 é altamente
expresso no coragao, mas o0 seu gene hospedeiro Myh7b ndo. A observagéo
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de que o coragao retém e regula dinamicamente o miR-499 as custas da
transcricdo do Myh7 e, em seguida, elimina ativamente o RNAm do gene
hospedeiro, sugere uma fungdo importante desse miR no coragédo (Matkovich
et al., 2012).

O miR-499 é um dos membros da familia dos miomiRs que
coordenadamente regulam a expressao das isoforma da miosina na hipertrofia
cardiaca. Foi demonstrado que o miR-208a controla a expressao do miR-499,
pois no animal transgénico miR-208 null (miR-208Tg™) a expressdo de miR-
499 e Myh7 foram extintas (van Rooij et al., 2009). Os miR-208a e -208b sao
capazes de ativar a expressdo de Myh7b/miR-499. Tanto o miR-208b quanto o
miR-499 alteram o padrao de miofibrilas rapidas para lentas provavelmente
mediado pela regulagdo negativa de Sox6. Os genes de miosinas ndo apenas
codificam as principais proteinas contrateis, mas agem de forma mais ampla
controlando a expressao génica e performance do musculo através de uma
rede de microRNAs presentes na sua regido intrénica (van Rooij et al., 2009). A
relagdo dos miR-499 e -208 com a funcdo e composi¢cao do musculo também
foi evidenciada por um estudo com modelo de atrofia muscular esquelética que
resultou em diminuicdo de 40% do miR-499 e 60% do miR-208 associado ao
aumento dos alvos Sox6 e Purf3, genes que reprimem a expressao de B-MHC
(McCarthy et al., 2009).

Em relagdo a fungdo do miR-499 nas doengas cardiacas, ha dados
discrepantes na literatura o associando tanto a cardioprotegdo, quanto a
indugao e exacerbacgdo da IC. Um estudo com abordagem de perda e ganho de
funcdo em camundongos, no contexto de isquemia/reperfusdo, demonstrou
que a superexpressdo do miR-499 melhorou o remodelamento e funcéo
cardiaca, enquanto a auséncia do miR-499 foi deletéria, associada a disfuncao
cardiaca. Esse estudo concluiu que o miR-499 é cardioprotetor através da
modulagao proé-hipertrofica da calcineurina (Wang et al., 2011). Outro estudo
com camundongos transgénicos demonstrou que a superexpressao do miR-
499 causava hipertrofia celular e disfuncdo cardiaca de forma dose
dependente. Esse aumento de expressdao afetava genes de resposta ao
estresse agudo (Shieh et al., 2011). Assim, a fungdo do miR-499, no coragao, e

as consequéncias de sua expressao, ndo estdo completamente claras.
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Para tentar contribuir com essa questao Matkovich e col. desenvolveram
linhagens transgénicas de superexpressdo do miR-499, uma com padrdo de
expresséo similar ao encontrado em humanos com IC e outra com expresséao 3
vezes maior (Matkovich et al., 2012). Foi observado que essas linhagens
progressivamente apresentaram alargamento e disfungdo cardiaca e a
reprogramacgao de genes fetais similar ao encontrado em humanos. Além
disso, foram identificados 67 alvos diretos que incluiam vias importantes como
Akt e MAPK (Matkovich et al, 2012). Os niveis de miR-499 estavam
aumentados nos coragdes de homens com hipertrofia cardiaca patologica e
niveis ainda maiores foram encontrados em pacientes com IC. Esse aumento
foi acompanhado da expressdo elevada do gene hospedeiro Myh7b. Para
determinar se o0 aumento do miR-499 era uma resposta especifica dos
cardiomiocitos ao estimulo cardiomiopatico, eles avaliaram o miR-499 em
camundongos transgénico superexpressando Gag, que é um modelo de
hipertrofia cardiaca por sobrecarga de pressdo. De forma similar, o modelo
Gaqg apresentou expressao elevada de miR-499, demonstrando que esse miR
estd associado a hipertrofia cardiaca patologica e progressdo para IC
(Matkovich et al., 2012).

A associagao de niveis circulante de miR-499 com doengas cardiacas
tem sido amplamente investigada. Diversos estudos com pacientes com IC,
pos-IAM e com sindrome coronariana aguda tém observado niveis aumentados
do miR-499 circulante. A maioria desses estudos comparou pacientes com
controles saudaveis e observou a elevagdo do miR-499 associado ao dano
agudo no miocardio pos-IAM (D'Alessandra et al., 2010, Devaux et al., 2012).
Recentemente, uma meta-analise investigou o papel dos miRs-1, -133a, -208b
e -499 como biomarcadores de IAM. Para o miR-499, foram incluidos 8
estudos com um total de 1634 participantes. O miR-499 demonstrou ser o
melhor biomarcador analisado com sensibilidade de 0.88 (95%CI:0.86—-0.90) e
especificidade de 0.87 (95% CI:0.84—-0.90) (Cheng et al., 2014).

3.3.2. MIR-21

O miR-21 é um dos miRs mais estudados em condigdes fisioldgicas e
em muitas doengas como as cardiovasculares e o cancer (Asangani et al.,
2008, Cheng et al., 2010, Meng et al., 2007). Isso se deve ao fato de o miR-21
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estar envolvido em muitos processos importantes como angiogénese,
apoptose, inflamacéo e crescimento celular. Em relacdo a apoptose, a maioria
dos estudos tém demonstrado o papel protetor do miR-21 e sua ag¢ao sobre os
alvos PTEN e PDCD4 (Asangani et al., 2008, Meng et al., 2007, Roy et al.,
2009). A inibicdo da apoptose € de particular importadncia nas doengas
cardiovasculares. Estudos de modelos de isquemia/reperfusdo e |AM
demonstraram redug¢ao na area de infarto e melhora na fung¢ao cardiaca, assim
como, menor apoptose e deposicdo de colageno associados a expresséo
elevada de miR-21 (Cheng et al., 2010, Dong et al., 2009, Gu et al., 2015, Yin
et al., 2008). Além disso, foi sugerido que o miR-21 também participa do
processo inflamatorio, sendo induzido por interleucina 6 e TNF-a, tendo como
os principais alvos séao PDCD4, Jak/STAT e vias de citocinas, demonstrando
assim um potencial efeito anti-inflamatorio (Greco et al., 2014, Loffler et al.,
2007, Roy et al, 2012). O miR-21 parece ter um papel importante na
angiogénese, seu aumento de expressao inibe a PTEN aumentando assim a
via HIF-1a e VEGF e ativagcdo da sinalizagdo de AKUV/ERK induzindo
angiogénese (Liu et al., 2011). Além disso, o bloqueio da HIF-1a aboliu a
angiogénese induzida pelo miR-21. Desta forma, miR-21 parece atuar no

estimulo a angiogénese de forma dependente da ativagdo da HIF-1a.

Na hipertrofia cardiaca e IC o papel do miR-21 permanece controverso.
MiR-21 esta envolvido com o desenvolvimento cardiaco fetal e progressao da
IC em células humanas. Esses dois processos tem muitas similaridades na
expresséo de genes e miRs (Thum et al., 2007). Thum e cols. encontraram o
miR-21 aumentado nos fibroblastos isolados de pacientes com IC, assim como
em modelos animais (Thum et al., 2008). Esse grupo demonstrou que o miR-21
ativa as rotas ERK e MAPK através da inibicao de Spry1, levando a fibrose,
hipertrofia e disfungédo cardiaca no modelo de TAC em camundongos (Thum et
al., 2008). Outro estudo, demonstrou que altos niveis de miR-21 foram
acompanhados de alargamento do VE, hipo-contratilidade e fibrose em ratos
com IC poés-IAM (Cardin et al., 2012). A superexpressao de miR-21 foi
detectada no coracdo de animais submetidos ao modelo de TAC (Sayed et al.,
2007, van Rooij et al., 2006). Além disso, o nocaute génico do miR-21
(miR-21"') foi suficiente para reduzir a hipertrofia cardiaca in vitro (Cheng et al.,
2007). Entretanto, Tatsuguchi e cols. sugeriram que o miR-21 regula

negativamente a hipertrofia cardiaca patolégica em uma abordagem de perda e
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ganho de fungdo no modelo TAC em camundongos (Tatsuguchi et al., 2007).
Além disso, em resposta a diferentes estresses cardiacos os camundongos
nocaute para miR-21 (miR-21"') apresentam todo o fendtipo de hipertrofia
cardiaca, demonstrando que o miR-21 nio é essencial para o remodelamento

cardiaco patoldgico (Patrick et al., 2010).

No contexto do exercicio, os niveis circulantes do miR-21 foram
avaliados em humanos mostrando resultados divergentes. Em alguns estudos
niveis elevados de miR-21 foram encontrados na circulagdo de atletas apos
exercicios de resisténcia (corrida ou esteira) (Baggish et al., 2011, Tonevitsky
et al., 2013, Wardle et al., 2015). No entanto, outros estudos em humanos e
modelos animais ndo encontraram alteracdo nos niveis do miR-21 ou esses
estavam diminuidos pelo exercicio (Fernandes et al., 2011, Martinelli et al.,
2014, Mooren et al., 2014, Nielsen et al., 2014).

3.3.3. MIR-210

Varios grupos tém destacado o miR-210 como o mais importante miR
induzido por hipoxia e um alvo direto do HIF-1a (Chan et al., 2010, Cicchillitti et
al., 2012, Fasanaro et al., 2008, Huang et al., 2009, Ivan et al., 2014). Sua
principal acao é sobre a angiogénese, mas tem sido mostrado que o miR-210 &
crucial para a sobrevivéncia celular, fungdo cardiaca, inibicdo da apoptose e
metabolismo oxidativo (Greco et al., 2014, Hu et al., 2010, Huang et al., 2009).
Mutharasan e cols. explorou os mecanismos de ativagdo do miR-210 em
cardiomiécitos sob hipdxia e encontrou que a p53 regula o miR-210,
provavelmente através da ativagdo de HIF-1a enquanto que a Akt regula o
miR-210 por um mecanismo independente HIF-1a (Mutharasan et al.,, 2011).
Ainda, o aumento de expressdo do miR-210 teve efeito citoprotetor, diminuindo
a producio de EROs. Da mesma forma, o miR-210 diminuiu a morte celular em
células submetida a estresse oxidativo em diferentes estudos (Chan et al.,
2010, Magenta et al., 2013, Movafagh et al., 2015, Mutharasan et al., 2011).
Além disso, a proteina iron-sulfur cluster assembly (ISCU1/2) foi identificada
como alvo do miR-210. Essa proteina € principalmente implicada com a
respiragdo mitocondrial e a geragdo de EROs (Chan et al., 2009, Kim et al,,
2013). Assim, parece que o miR-210 pode ser modulado pela geracdo de
EROs e esta modulada pelo miR-210 (Kim et al., 2013).
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Nas doencgas cardiovasculares o miR-210 tem sido extensivamente
estudado. Hu e cols. testou o efeito da superexpressao de miR-210 no modelo
de IAM em camundongos (Hu et al.,, 2010). O miR-210 teve um papel protetor
aumentando a angiogénese, inibindo apoptose e melhorando a fungéo
cardiaca. Nesse estudo foram identificados os alvos Efna3 e Ptp1b, proteinas
implicadas com inibicdo de angiogénese e indugdo de apoptose,
respectivamente (Fasanaro et al., 2008, Hu et al., 2010). Kim e cols. avaliaram
o papel miR-210 na sobrevivéncia celular pos-isquemia em ratos submetidos
ao modelo de IAM seguido de transplante de células tronco mesenquimais
transfectadas com miR-210 (Kim et al., 2012). Eles observaram a sobrevivéncia
dessas células sob hipdéxia letal na area infartada. Além disso, a
superexpressdao do miR-210 no cardiomiocito diminuiu a area infartada e
aumentou a angiogénese (Kim et al, 2012). Assim como os outros miRs,
existem estudos com dados conflitantes. Um estudo comparando hipertrofia
cardiaca fisiologica e patolégica por aumento ou diminuigdo de PI3K(p110a)
observou o miR-210 aumentado na hipertrofia cardiaca patologica e sugeriu
que a inibicdo de miR-210 pode ser benéfica (Lin et al., 2010).

3.3.4. MIR-26b

A familia do miR-26 é composta pelo miR-26a e -26b com uma diferenca
de apenas dois nucleotideos, mas com a mesma sequéncia seed, 0 que sugere
que estes miRs compartilham genes alvos (Icli et al., 2014, Lewis et al., 2005).
Suh e cols. demonstraram que o0 miR-26a promove a apoptose em
cardiomiécitos em cultura induzida por H20- e identificou GSK3 como um alvo
direto (Suh et al., 2012). Icli e cols. num estudo bastante completo mostrou que
a superexpressao de miR-26a inibia a angiogénese in vitro e in vivo em células
endoteliais e identificou a proteina SMAD1 como um alvo nessas células (Icli et
al., 2013). Além disso, a inibicdo do miR-26a resultou em menor area de
infarto, diminuigdo da apoptose, melhora na angiogénese e fragdo de ejecao
apos isquemia/reperfusdo em camundongos. Em adigdo, foi investigada a
relacdo desse miR com a angiogénese fisioldgica, utilizando um modelo de
aumento farmacologico de miR-26a (miR-26a mimético) foi observada a
diminuicdo da angiogénese no musculo esquelético apos 8 dias de exercicio
em rodas de treinamento (Icli et al., 2013).
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Existem poucos estudos avaliando miR-26b no coragdo, mas esses
demonstraram que ele desempenha um papel na regulagdo da sobrevivéncia
dos midcitos e hipertrofia cardiaca (Ding et al,, 2011, Icli et al., 2014). No
contexto da hipodxia, foi observado o aumento do miR-26b em cardiomidcitos
neonatais de rato em cultura, acompanhado por apoptose e diminuicao dos
niveis da PTEN (Wang et al., 2015). Para estudar a superexpressdo do miR-
26b Han e cols. desenvolveram um modelo transgénico e validaram a GATA4 e
PLCB1 como alvos (Han et al, 2012). Os camundongos transgénicos
desenvolveram-se normalmente e apdés uma semana da cirurgia TAC
apresentaram menor hipertrofia cardiaca, fibrose e niveis de MHC-B. Esses
dados demonstraram que a superexpressdo de miR-26b inibiu GATA4, uma
proteina envolvida com o desenvolvimento do coragdo e da hipertrofia
cardiaca, mas os camundongos demonstraram melhora tanto na disfungéo
cardiaca como no prognostico da doenca cardiovascular (Han et al., 2012). Da
mesma forma, Zhang e cols. demonstraram que o miR-26a/b estava diminuido
apdés 4 semanas, no modelo de constricdo na aorta abdominal em ratos,
enquanto que a superexpressao de miR-26a/b diminui hipertrofia cardiaca e os
marcadores de reativagao fetal ANF e MHC-3 (Zhang et al., 2013). Esse estudo
validou a GSK3p3 como alvo direto e atribuiu a essa proteina os principais
efeitos do miR-26a/b encontrados (Zhang et al., 2013). Desta forma, parece

que a superexpressao de miR-26b inibe a hipertrofia cardiaca patologica.

3.3.5. MIR-150

O miR-150 é altamente expresso nos ganglios linfaticos, timo, baco,
cérebro, coragao, e esta envolvido na regulacdo da imunidade inata. Este miR
foi encontrado reduzido em pacientes com IAM e IC, assim como em modelos
animais dessas doencas (Liu et al., 2015, Sayed et al., 2007, Thum et al., 2007,
van Rooij et al., 2006). A superexpressdo do miR-150 reduziu a migracédo de
monaocitos e produgéo de citocinas pro-inflamatorias e isso resultou na melhora
da funcdo cardiaca, com redugdo da area infarto, da apoptose e dos niveis
inflamatorios apds o IAM. Em uma abordagem de perda e ganho de fungéo foi
identificada a proteina CXCR4 como um alvo de miR-150 (Liu et al., 2015).
Niveis elevados de miR-150 foram associados a formacao cardiaca em fetos e

a pacientes com prognostico favoravel, demonstrando um papel protetor e no
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desenvolvimento do coragéo (Devaux et al., 2013, Thum et al., 2007, van Rooij
et al., 2006, Zidar et al., 2011). Esse papel protetor foi demonstrado por Liu e
cols. utilizando um modelo transgénico de miR-150 seguido por cirurgia TAC
em camundongos (Liu et al., 2015). Esses animais tiveram uma taxa de
sobrevida 25% maior comparados aos animais selvagens, 8 semanas apoés a
cirurgia. Aléem disso, a superexpressdo miR-150 atenuou a fibrose, hipertrofia e
disfungdo cardiaca. Em uma abordagem de perda e ganho de fungao foi
demonstrado que o miR-150 regula negativamente os niveis de proteina SRF
no coragao (Liu et al., 2015). Da mesma forma, outro estudo com abordagem
de perda de fungcdo do miR-150 demonstrou o aumento da apoptose cardiaca,
fibrose, disfuncdo cardiaca e menor sobrevida apos IAM em camundongos
(Tang et al., 2015). Foi identificado que o miR-150 inibe diretamente os genes
pro-apoptéticos EGR2 e P2X7R, sugerindo que miR-150 protege o coragao
contra o estresse isquémico, em parte, pela repressado desses genes (Tang et
al., 2015). Outros estudos identificaram ZEB1, NOTCH3, c-Myb como alvos do
miR-150, demonstrando um possivel efeito desse miR sobre a proliferacao
celular, angiogénese, apoptose e sobrevivéncia (Li et al., 2013, Luo et al.,
2013, Zhang et al., 2010).

4. ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO (EROs)

Os radicais livres sao definidos como qualquer substancia quimica que
apresente um ou mais elétrons desemparelhados. Por isso os radicais livres
sao extremamente reativos e capazes de atacar outras biomoléculas para se
estabilizar. No processo de respiragdo celular, o oxigénio recebe quatro
elétrons ao longo da cadeia transportadora de elétrons, resultando na sua
reducdo até agua. Porém, neste processo formam-se compostos
intermediarios, as espécies reativas de oxigénio (EROs), que s&o bastante
reativas (Figura 7). A formagcdo das EROs ocorre em 2-5% de todo oxigénio
que passa pelo processo de respiragdo celular na mitocondria (Halliwell et al.,
2007). A hipdxia, situagbes patoldgicas ou que aumentem o consumo de
oxigénio, como o exercicio fisico, podem estar associadas ao aumento da
producao de EROs (Chua et al., 2010, Giordano, 2005, Kietzmann et al., 2005).

31



P - + T+ OHY . T+ H*
OZ £ \OZ e+2H‘>H202L OH ;Hzo

Figura 7 — Esquema da geragao de espécies reativas do oxigénio a partir da redugao do
oxigénio. (Halliwell et al., 2007)

4.1. SISTEMAS ANTIOXIDANTES E A VITAMINA E

O organismo humano possui um sistema de defesa antioxidante que
evita 0 aumento excessivo das EROs e mantém o equilibrio redox. O estresse
oxidativo ocorre quando radicais livres sdo gerados além da capacidade
antioxidante intrinseca. A geracdo excessiva de EROs desencadeia disfungéo
celular, peroxidagao de lipidios, mutagénese de DNA e pode levar a danos
celulares irreversiveis e morte celular (Figura 8) (Halliwell et al., 2007).
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Figura 8. Esquema demonstrando a formacao das espécies reativas do oxigénio e sua
participagcao em processos celulares (Finkel et al. et al., 2000).

O sistema antioxidante é formado pelas enzimas superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) e por compostos nao-
enzimaticos como as vitaminas A, C e E, e a glutationa. Condi¢des fisiologicas
e patolégicas podem alterar a atividade dessas enzimas. Modelos de exercicio
fisico em ratos e camundongos demonstram o aumento da atividade da CAT e
diminuicdo das enzimas SOD e GPx (Silva et al., 2009, Silva et al., 2011).

O sistema antioxidante nao-enzimatico é formado por compostos

lipofilicos, como os tocoferais, carotendides, flavondides e os hidrofilicos, como
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a vitamina A e o acido ascérbico. Dentre eles destaca-se a vitamina E que é
constituida por uma mistura de tocoferdis e tocotriendis que séo sintetizadas
pelas plantas. Todos sao derivados de 6-cromanol com uma cadeia lateral
alifatica. Os tocoferdis sdo nomeados de acordo com a posigao e 0 numero de
grupos metila no anel de fenol, como a, B, y e & (Figura 9). Estas diferencas
estruturais determinam a atividade bioldgica, sendo o a-tocoferol o mais

biologicamente ativo (Rimbach et al., 2010).

A vitamina E atua como scavenger (varredor) de radicais livres, pois
possui em sua molécula um grupo hidroxila, no qual o atomo de hidrogénio &
facilmente removido. Apés sua atividade antioxidante, o a-tocoferol torna-se a-
tocoferil, um radical livre de baixa reatividade que pode reagir com outros
antioxidantes, como a vitamina C, para ser regenerado ao seu estado original
(Yu,1994). A vitamina E preserva a integridade das membranas bioldgicas,
estabiliza sua permeabilidade e fluidez e previne a apoptose induzida por
estresse oxidativo. Além disso, o a-tocoferol é capaz de prender Oxidos de
nitrogénio na membrana soluvel eletrofilica e, assim, de forma eficiente inibir

danos derivados de espécies reativas de nitrogénio (Rimbach et al., 2010).

21w, ~ ™ H3 R! R? R}

HO Tocoferdis o | cu
RJ

CH

p- | e, | B | cn

R? Y- CH, CH,
/\)\/\/K/\)\c 8- CH, H

Tocotriendis

Figura 9. Estrutura dos compostos formadores da vitamina E (Rimbach et al., 2010).

As células ainda tem um mecanismo de defesa enddgeno contra o
estresse oxidativo, o fator de transcricdo Nrf2 que atua como um regulador
mestre da sobrevivéncia celular. O Nrf2 regula a transcrigdo de antioxidantes
como a glutationa, reduzida ligando-se aos elementos de resposta antioxidante
(ARE) um conjunto de genes especificos de resposta ao estresse oxidativo.
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4.2. ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO E SINALIZAGAO
CELULAR

A geracdo de EROs ¢é normal na fosforilagdo oxidativa, em
peroxissomos, reticulo endoplasmatico, leucécitos e endotélio. Em cada sitio as
EROs desempenham papéis como a defesa contra microorganismos invasores,
metabolismos de aminoacidos, detoxificacdo de drogas e controle de rotas de
sinalizacao (Halliwell et al., 2007). Estudos tém demonstrado a participagao das
EROs em rotas de sinalizagao fisiologicas, estimulando fatores de transcrigao e
quinases sinalizadoras de hipertrofia cardiaca (Figura 8) (Droge,2002,
Giordano,2005, Kietzmann et al., 2005). As EROs parecem ter um papel
importante como segundo mensageiro de estimulos principalmente dos fatores
de crescimento IGF e PDGF e na modulagéao de fatores de transcrigdo como o
NF-kB e a AP-1 (Giordano,2005). Um estudo demonstrou que ratos que
recebiam vitamina E apresentaram uma diminuicdo da Akt fosforilada quando
comparados ao grupo controle, sugerindo que as EROs s&o possiveis
mediadoras da ativagdo da via da PI3K/Akt (Araujo et al., 2007). Ha evidéncias
desta relagcdo em um estudo com camundongos heterozigotos para o HIF-1a
(Hif1a*™") que passaram pelo pré-condicionamento de isquemia e reperfusio.
Este trabalho observou que os animais Hif1a™" ndo aumentaram a produgao de
EROs mitocondrial, a inativacdo da PTEN ou a fosforilacdo da Akt,
diferentemente dos animais selvagens que tiveram todas essas respostas.
Esses dados sugerem que o HIF-1a esta associada ao acumulo de EROs que
inativa a PTEN, um regulador negativo da via da Akt (Cai et al., 2008). Além
disso, a hipoxia aguda leva ao aumento da producdo de EROs a partir da
mitocondria e isso pode ser necessario para inibir a prolil hidroxilase e
acumular o HIF-1a. Assim, diversos estudos tem sugerido que as EROs
participariam da ativagao da via da HIF/Akt e essa ativagdo pode ocorrer via
modulagcdo de microRNAs (Brunelle et al., 2005, Cadenas et al, 2010,
Cerretelli et al., 2011, Chandel et al., 2000, Movafagh et al., 2015).
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4.3.ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO E HIPERTROFIA
CARDIACA

O potencial papel das EROs na hipertrofia mal-adaptativa e na
progressao para insuficiéncia cardiaca tem sido extensivamente estudado. As
EROs participam nos principais mecanismos da IC como a disfungao contratil,
desregulagdo de calcio, morte celular, fibrose, arritmia e hipertrofia de
cardiomiocitos. Experimentos in vitro e modelos animais demonstraram a
participacdo das EROs nas respostas celulares hipertroficas (Araujo et al.,
2007, Kwon et al., 2003, Pimentel et al., 2001, Sabri et al., 2003, Takano et al.,
2003, Xiao et al., 2002), bem como ativagdo e aumento do estresse oxidativo
em resposta a estimulos patolégicos e na presencga de insuficiéncia cardiaca
(Heymes et al., 2003, Sam et al., 2005, Singh et al., 1995, Takimoto et al.,
2007). O estresse oxidativo participa do estimulo hipertrofico acoplado a
proteina G por estimulagdo dos receptores da Ang Il e a-adrenérgicos
(Giordano,2005, Patten et al., 2010, Takimoto et al., 2007). O papel do estresse
oxidativo na hipertrofia patologica foi também demonstrado através do uso de
antioxidantes e seu papel no remodelamento cardiaco e progressao para
insuficiéncia cardiaca. Em diversos modelos experimentais de hipertrofia
patologica, antioxidantes como vitamina E, resveratrol, ou mesmo a
superexpressdao geneticamente determinada de antioxidantes, reduziram
hipertrofia cardiaca e/ou progressao para insuficiéncia cardiaca (Dhalla et al.,
1996, Gupta et al., 2014, Qin et al., 2010).

No entanto, o papel das EROs na hipertrofia cardiaca fisiologica, ainda
ndo esta estabelecido. O exercicio fisico € um potencial gerador de EROs na
musculatura esquelética e no coragdo. Motivados por isso, diversos estudos
tém avaliado as EROs e dano oxidativo em atletas e modelos animais de
exercicio. Enquanto alguns estudos tém associado o exercicio a alteragbes e
adaptacdes benéficas outros tém reforcado a hipotese inicial (Boveris et al.,
2008, Gomez-Cabrera et al., 2008, Powers et al., 2008, Powers et al., 2011,
Wagner et al., 2011). Assim, muitos estudos com intervengdo antioxidante
(vitaminas E e C) ndo observaram melhora para o exercicio e além disso, as
adaptacdes metabodlicas e de enzimas antioxidantes foram abolidas pela
intervencao (Cobley et al., 2015, Garelnabi et al., 2012, Gomez-Cabrera et al.,
2008, Ristow et al., 2009, Venditti et al., 2014). Além disso, os estudos em
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humanos tém falhado em demonstrar beneficio clinico com intervencao
antioxidante. Meta-analises recentes ndo tém demonstrado beneficios ou
diminuicdo na incidéncia de eventos cardiovasculares com o uso de diferentes
intervencdes antioxidantes (Myung et al., 2013, Paganini-Hill et al., 2015, Sesso
et al., 2008).

4.4.EROS, ANGIOGENESE E HIPERTROFIA CARDIACA

A importancia da participacdo das EROs em processos bioldgicos
normais tem sido reconhecida nos ultimos anos. As EROs parecem participar
de processos celulares em uma maneira concentracdo-dependente, onde em
baixas doses participaria de processos fisioldgicos como sinalizagao de rotas
hipertréficas, e em concentragbes elevadas como um estimulo a rotas de
toxicidade e morte celular (Burgoyne et al., 2012, Hafstad et al., 2013, Kwon et
al., 2003, Madamanchi et al., 2013). O processo hipertrofico apresenta muitos
pontos de conexdao com as EROs. Estimulos mecanicos e estimulos
relacionados a proteina G aumentam a produgdo de EROs e essas ativam
moléculas intermediarias causando um feedback positivo do mecanismo
patologico (Figura 10).
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Figura 10 — Esquema demonstrando as principais vias de sinalizagdo do processo
hipertréfico e a participagao das EROs (Burgoyne et al., 2012).
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Diversos estudos tém explorado a inter-relagcao entre EROs e a ativagao
do HIF-1a. As EROs parecem ser necessarias para a ativacao de HIF-1a tanto
em resposta a hipdxia quanto em resposta a estimulos hipertréficos como IGF
(Biswas et al., 2007, Cadenas et al., 2010, Chandel et al., 2000, Mansfield et
al., 2005, Movafagh et al, 2015). Enquanto antioxidantes bloqueiam
completamente a ativagdo de HIF-1a insulino-estimulada, o peréxido de
hidrogénio restabelece esta ativagdo, o que confirma o papel das EROs na
sinalizagcdo do crescimento celular e angiogénese (Biswas et al., 2007). Da
mesma forma, células tronco embrionarias utilizam EROs como sinalizadores
para diferenciacdo celular induzida por estiramento mecanico, resultando em
cardiogénese e vasculogénese coordenadas (Schmelter et al., 2006). Neste
processo, o bloqueio das EROs com o antioxidante vitamina E inibe o aumento
na expressao de HIF-1a e a angiogénese, mais uma vez demonstrando o papel
das EROs como mecanotransdutoras do estimulo hipertréfico e como
reguladoras da resposta coordenada de crescimento e angiogénese (Schmelter
et al., 2006). Aléem disso, as EROs tém uma estreita relacdo com fatores de
crescimento como o IGF. O estimulo do IGF desencadeia a ativagdo da via
PI3K, mas também aumenta a producdo de EROs. As EROs inibem a PTEN
que é um conhecido inibidor da via do IGF/PI3K. Desta forma, as EROs podem
ativar a HIF-1a indiretamente a partir do estimulo do IGF (Kietzmann et al.,
2005, Movafagh et al., 2015, Tormos et al., 2010).

4.5.ESTRESSE OXIDATIVO E MIRS

De um lado, as EROs tém um papel de sinalizacdo e mediacao celular
bem estabelecido. De outro lado, estudos tém demonstrado que os microRNAs
sdo importantes moduladores da expressdo génica. No entanto, poucos
estudos avaliaram a possivel inter-relacdo entre as EROs e a expressao de
microRNAs.

Os miRs parecem ter a habilidade de regular processos como a geragéo
e controle de EROS (Cheng et al., 2013). De fato, as analises in silico revelam
que 85 miRs tém como alvo predito o RNAmM do Nrf2. Dentre esses miRs, o
miR-27a promoveu a diminui¢do do alvo Nrf2 em células neurais (Narasimhan

et al., 2012). Outra evidéncia da relagcdo miR-EROS foi a utilizagdo do nocaute
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génico da enzima Dicer, que gera uma diminuigdo global nos niveis de miRs,
resultando na diminui¢do da producdo de ROS em resposta a estimulagdo de
dano em cultura de células endoteliais (Shilo et al., 2008). Além disso, existe a
possibilidade de os miRs serem modificados pelas EROS alterando sua
integridade, estabilidade, afinidade e funcionalidade, contribuindo para a
sinalizagao redox e para os mecanismos de doenga (Shilo et al., 2008).

Por outro lado, as EROs parecem ter a capacidade de regular diretamente
a expressao de microRNAs. Estudos tem destacado a participacdo de EROS
na ativacdo de miR-21 (Dando et al., 2015, Lin et al., 2009). O miR-21 esta
aumentado em cultura de cardiomiocitos em resposta a adigado de peroxido de
hidrogénio, promovendo a redugdo da morte celular e apoptose induzidas pelo
H,0, (Cheng et al, 2009). Da mesma forma, o miR-499 teve seus niveis
aumentados e inibiu a apoptose em cultura de cardiomiécitos em resposta a
adigdo de peroxido de hidrogénio. Nesse estudo foi demonstrado que o H,O,
induziu a fosforilagdo da c-Jun que teve uma atividade promotora sobre o gene
Myh7b promovendo a expressao do miR-499 (Wang et al., 2014). Além disso, o
miR-210 também parece ter um efeito citoprotetor controlando a geragdo de
EROS, principalmente inibindo seu alvo ISCU 1/2 (Chan et al., 2009, Kim et al.,
2013).

A inter-relagdo entre EROs e a ativagdo da resposta angiogénica via
HIF-1a tém sido explorada. Estudos ja citados tém indicado a participagao de
EROs na ativacdo da HIF-1a (Chandel et al., 2000, Kietzmann et al., 2005,
Movafagh et al., 2015, Tormos et al., 2010). Ainda, a resposta a hipdxia via
HIF-1a pode passar por uma sinalizagdo via microRNAs. Dentre os miR
envolvidos nessa rota, o principal parece ser o miR-210 que aparece super
expresso em todas as linhagens celulares testadas sob hipéxia.

Desta forma, parece que tanto os miRs quanto as EROs tem a
capacidade de modular processos quanto de influenciar um ao outro. Ainda,
como demonstrado anteriormente, ambos podem participam dos processos de
homeostase e doenca de forma bastante distinta. No entanto, a participacao e
interrelagcdo de EROs e miRs no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca ainda
néo esta elucidado.
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5. JUSTIFICATIVA

O entendimento e a diferenciagdo dos processos envolvidos nas
hipertrofias cardiacas fisioldgica e patologica € um passo fundamental para a
avaliagao de rotas indispensaveis para a manutencado da fungdo miocardica.
Ainda, o conhecimento desta diferenciacdo ¢é fundamental para o
desenvolvimento de intervengdes que tentem evitar a progressao da resposta
maladaptativa e insuficiéncia cardiaca. Os microRNAs aparecem como
importantes reguladores da expressao génica tanto em condigdes fisiolégicas
quanto patoldgicas. Aléem disso, estudos comegam a demonstrar a agdo de
EROs sobre a regulacdo e modulagdo de miRs, fazendo com que a
participacdo das EROs no processo de hipertrofia cardiaca possa ocorrer
através da modulacdo da expressao de miRs. Assim, a presenca das EROs
pode ser necessaria, € seu efeito dependente da modulacdo de miRs. A
elucidacao destas interrelacbes pode auxiliar no entendimento de dados
conflitantes e por vezes inesperados sobre o resultado do bloqueio das EROs
em diversas situagdes fisioldgicas ou patoldgicas.

Desta forma, a identificacdo do papel dos miRs e de sua modulacdo por
EROs na hipertrofia cardiaca fisiologica e patoldégica constitui passo
fundamental para o estudo de rotas que possam interferir neste processo para
garantir a coordenagao de diversas respostas e a manutengdo da funcgéo
cardiaca. Ainda, o papel de intervengcdes que bloqueiam espécies reativas do
oxigénio neste cenario trara um importante avangco no conhecimento da
participacdo destas espécies em um modelo de adaptacgéao fisioldgica cardiaca,
bem como de seu papel na resposta maladaptativa e progressdo para

insuficiéncia cardiaca.
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6.

OBJETIVOS

6.1.Objetivo geral

Avaliar as diferengas morfolégicas e moleculares da hipertrofia cardiaca

fisiologica (induzida pelo exercicio) e patolégica (por bandeamento aortico) e

sua possivel modulagao pela vitamina E.

6.2.Objetivos secundarios

Avaliar o efeito da suplementagdo com vitamina E no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca fisiolégica induzida pelo exercicio fisico em
camundongos.

Analisar a participagdo dos microRNAs no desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca fisiologica e sua possivel modulagao pela vitamina E.

Avaliar o efeito do tratamento com vitamina E no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca patolégica induzida por bandeamento adrtico em
camundongos.

Analisar a participagdo dos microRNAs no desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca patoldgica e sua possivel modulagao pela vitamina E.

Identificar as diferengas morfoldégicas e moleculares entre as hipertrofias
cardiacas fisiologica e patologica.
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ABSTRACT

AIMS: We evaluated the effects of vitamin E supplementation on cardiac
hypertrophy, angiogenesis and microRNA (miR) expression induced by
exercise in mice. METHODS AND RESULTS: Male Balb/c mice were randomly
divided into four cohorts: sedentary (SED, n=24), exercise only (EX, n=32),
vitamin E only (SED+VIT, n=24), and exercise plus vitamin E (EX+VIT, n=32).
Once a day VIT groups received 200 mg/kg of a-tocopherol, and SED and EX
groups received placebo, both by gavage. After 7 and 35 days of training,
analyses of cardiac hypertrophy, angiogenesis, miRs and gene expression were
performed. Left ventricle mass increased in both EX and EX+VIT groups (all
p<0.05 vs. SED groups). However, the EX+VIT group animals had lower
cellular hypertrophy compared with EX (p<0.01). Likewise, angiogenic analyses
demonstrated decreased HIF-1a and capillary density in the EX+VIT group
compared with the EX group in 7 days (p<0.01). MiR-21 and -210 expression
levels were increased in EX but not in EX+VIT mice compared to SED at both
time points. Furthermore, only EX group animals had an augmentation in miR-
150 levels at 35 days. Bioinformatic analyses suggest the participation of these
miRs in pathways previously implicated in the mechanisms of cardiac
hypertrophy and angiogenesis. CONCLUSION: Supplementation with vitamin E
affected both the magnitude of cardiac hypertrophy and the angiogenic
response mainly in early development of hypertrophy. Also, vitamin E seems to
interfere with miR-21, -150 and -210 changes that occur in response to
voluntary exercise and that might underscore the role of those microRNAs in
physiologic cardiac hypertrophy.

Keywords: Cardiac Hypertrophy; Vitamin E; Voluntary Exercise; Angiogenesis;
MicroRNAs.
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INTRODUCTION

Physiological cardiac hypertrophy, such as that induced by exercise, is
characterized by uniform growth of the ventricle, with normal or increased
cardiac function and absent fibrosis™ 2. Coordinated angiogenesis seems to be
crucial to maintain cardiac function and the adaptative response to exercise’ °.
Hypoxia inducible factor 1 a (HIF-1a) is a regulator of oxygen homeostasis that
controls more than 100 genes of metabolism, survival, proliferation, migration,
angiogenesis, including the vascular endothelial growth factor (VEGF)*. HIF-1a
seems to play a critical role in cardiac adaptation to hypertrophic stimuli and

5 6

angiogenesis™ °. Moreover, cardio-specific deletion of HIF-1a resulted in

reduction in cardiac contractility and vascularization’.

Reactive oxygen species (ROS) have a concentration-dependent
participation in several cell signaling processes, both physiological (at low
concentrations) and pathological (at high concentrations), the latter inducing
irreversible cellular damage and death®'°. The potential role of ROS in
pathological hypertrophy and heart failure progression has been extensively
studied'!. However, intervention trials with antioxidants such as vitamins E, C,
B-carotene and selenium alone or combined failed in demonstrating benefits to
reduce cardiovascular outcomes or improve exercise capacity’®'*. Since low
levels of ROS have an important role in several biological processes, their
inhibition could even be deleterious under physiological conditions™® '* €.

MicroRNAs (miRs) play pivotal roles in many physiological and
pathological processes, and under different diseases or conditions they show a
differential expression profile'’. Several miRs have been identified to have
effects on cardiac hypertrophy, angiogenesis, and/or cardiac function, including
miR-21, miR-210 and miR-150"® '°. Furthermore, some studies have
demonstrated ROS modulation of miR-21 and -210%> 2'. This complex interplay
underscores the potential participation of miRs in regulating ROS-mediated
hypertrophy and angiogenesis. We therefore aimed to investigate the effects of
vitamin E supplementation in the development of physiological cardiac
hypertrophy induced by voluntary exercise in mice by evaluating the degree of
hypertrophy, angiogenesis, microRNAs and gene expression, and exercise

performance.
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METHODS

Animals and experimental protocol — Eight to ten-week-old male Balb/c mice
were randomly divided into four cohorts: sedentary (SED, n=24), exercise only
(EX, n=32), vitamin E only (SED+VIT, n=24), and exercise plus vitamin E
(EX+VIT, n=32). Once a day SED+VIT and EX+VIT groups received a-
tocopherol (200 mg/kg) (Sigma-Aldrich, US) and SED and EX groups received
placebo (soybean oil vehicle) by gavage®. Training with a standard exercise
protocol (below) and gavage occurred every day until euthanasia, which was
performed after 7 (D7) and 35 days (D35) of training.

Mice were studied and kept at the experimental animal facility in the Research
Center of Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Consumption of food and water
were checked daily and body weight was measured weekly. All animals were
supplied with food and water ad libitum and were kept on a 12-h light and 12-h
dark regime at 23°C. This study was approved by the institutional ethics in
research committee (protocol numbers 08-694 and 11-470) and performed in
accordance with Brazilian and international guidelines for the Care and Use of
Laboratory Animals®® and the ARRIVE guidelines®.

Model of Physiological Hypertrophy — Physiological hypertrophy was induced
by a standard protocol of voluntary exercise for 35 days, as previously
described ?°. In brief, EX and EX+VIT animals were placed in cages with metal
training wheels which they could access freely 24 h/day. SED and SED+VIT
mice were housed in standard cages without training wheels.

Maximal Exercise Test — Individual maximal exercise capacity was performed
using a rodent treadmill without inclination (Space Saver TreadmillH, US) as
previously described %°.

Euthanasia protocol — For acute and chronic evaluations, animals were
euthanized in equal numbers at two moments: 7 and 35 days after starting the
protocol. Mice were anesthetized with a mixture of ketamine and xylazine
(100mg/kg and 10mg/kg respectively), weighted and then had their heart
quickly removed. The left ventricle (LV) was isolated and separated in RNA later
(Qiagen, US) or snap-frozen in liquid nitrogen and were stored at —80°C until
molecular analyses.

Histological and immunohistochemistry analyses — In order to examine the
cellular hypertrophy, LV samples were formalin-fixed, embedded with paraffin,
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sectioned at 4 pym thickness and hematoxylin and eosin stained. In order to
estimate angiogenesis, the sections were incubated with rat anti-mouse CD31
(PECAM-1) monoclonal antibody. A blinded investigator measured histological
parameters.

Molecular analyses

Total RNA and miRs were isolated from 30 mg of LV using the miRNeasy mini
kit (Qiagen, US), according to the manufacturer’'s instructions. After extraction,
50 pM of synthetic microRNA-39 from Caenorhabditis elegans (cel-miR-39,
Qiagen, US) was added to each sample as a standard control for quantitative
real time PCR (qRT-PCR). QRT-PCR was conducted to assess miR, HIF-1a
and VEGF gene expression run in triplicate using TagMan Assays in a 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Inc., US). Gene expression levels
were normalized for glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene
(GAPDH). The relative expression of each miR and gene was calculated with
the comparative threshold cycle (2724°") method?’. All qRT-PCR data used the
SED group as reference group.

Computational prediction and functional annotation of miR targets -
Target prediction analyses was carried out with TargetScan and miRTarBase
and gene-annotation enrichment analysis was performed for pathway maps
from KEGG using DAVID resource.

Statistical analysis — Data are expressed as mean and standard error.
Student’s t-test, ANOVA followed by Tukey post-hoc or Kruskal-Wallis followed
by Dunn’s post-hoc were used as appropriated. The level of significance was
set at 5%.

For more details on methods, see Supplementary material online.

RESULTS

Voluntary exercise — The protocol employed in this study was effective in
stimulating mice to spontaneously exercise. EX group animals ran
approximately 5+0.2 hours and 6+0.2 km daily. EX+VIT group animals ran a
daily average of 6£0.2 hours (p>0.05 vs. EX) and 7+0.3 km of distance (p=0.03
vs. EX) during the training protocol. Both groups ran at an average speed of
19+0.3m/min (p>0.05).
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Maximal exercise capacity on treadmill — All mice had similar performance at
baseline, as depicted in Figure 1. EX mice showed the expected improvement
in exercise performance compared with SED animals at 7 days (p=0.16) and
after 35 days (p=0.006). Similarly, EXE+VIT mice increased their exercise
capacity after 7 days (p=0.02) and 35 days (p<0.001). Improvement on maximal
exercise capacity on treadmill was similar between EX and EX+VIT groups
(p>0.05).

Cardiac hypertrophy — The voluntary wheel exercise was effective to induce
cardiac hypertrophy. LV weight/body weight (LVW/BW) increased by 9% at 7
days (p=0.002) and by 12% after 35 days (p<0.001) in the EX group (Figure 2A,
B). In the EX+VIT group, LVW/BW increased by 6% after 7 days (p=0.007) and
by 9% after 35 days (p<0.001). Despite the lower nominal increases in the
EX+VIT group, there was no difference between EX and EX+VIT groups
regarding cardiac hypertrophy at both time points (p>0.05 for all). However,
histological analyses of myocyte cross-section area demonstrated more
significant cardiac hypertrophy in the EX animals compared to the EX+VIT
animals in 7 days and 35 days (p<0.001; p=0.006; respectively; Figure 2C,D).
Gene expression and angiogenic analyses — Gene expression of HIF-1a at 7
days was increased in EX compared with SED animals (p=0.042); vitamin E
abrogated this effect (p<0.001; Figure 3A). At 35 days, there was a trend to
higher VEGF expression in EX compared with SED animals (p=0.075; Figure
3D). Interestingly, vitamin E not only prevented VEGF and HIF-1a expression
augmentation associated with exercise, but resulted in an accentuated
decrease in the expression of these genes at 35 days (VEGF: 0.37+0.1 fold;
HIF-1a: 0.24+0.1 fold, both p<0.001 vs. EX group Figure 3B, D).

Moreover, analyses of angiogenesis showed that trained mice in both
groups had increased capillary density compared to sedentary animals in 7
days (Figure 4A; p<0.05 for all). However, vitamin E attenuated this increase in
capillary density (p=0.003 vs. EX group). On chronic evaluation, both EX and
EX+VIT mice maintained larger capillary density (EX: 165+14% vs. SED:
100+4%, p<0.0071; EX+VIT:163+11% vs. SED+VIT: 121+5%, p=0.084; Figure
4), but without a significant difference between groups.

MicroRNA analyses — MiR-21 expression was increased in EX mice compared
to SED at both time points (p<0.05; Figure 5A, B). This increase was abrogated
by vitamin E both at 7 days (p=0.012 vs. EX) and at 35 days (p<0.001 vs. EX).
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In the same way, miR-210 expression was increased by exercise in EX
compared to SED animals at both time points (p<0.05; Figure 5C, D). Again,
this increase was not seen in mice receiving vitamin E. Furthermore, vitamin E
abrogated increase of miR-150 expression observed with exercise at 35 days
(EX: 2.5310.3 vs. SED: 1.0310.1; p<0.001; EX+VIT: 1.56£0.1; p=0.04 vs. EX;
Figure 5F).

Prediction of miR targets — Computational target prediction by TargetScan
returned a total of 454 conserved genes potentially regulated by studied miRs.
Specifically, 205 target genes were found for miR-150, 246 for miR-21 and 32
for miR-210. Moreover, 19 experimentally validated target genes were retrieved
from miRTarBase, one of which was also predicted by TargetScan analysis.
Based on data from experimental validation, we found 3 target genes for miR-
150, 11 for miR-21 and 5 for miR-210. Merging both sources, we obtained a
total of 472 unique putative target genes for the miRs of interest (Table S1). As
observed in Figure 6A, all miRs share common targets, but a higher overlap is
found between targets of miR-150 and miR-210, as measured by Jaccard
similarity coefficient. This data suggest a higher complement between miRs.
The exact number of targets shared by different miRs is depicted in the Venn
diagram of Figure S1. Interestingly, there is few overlap among the targets,
suggesting a complementary role for the studied miRs.

Pathway enrichment analysis of miR targets — Pathway enrichment analysis
carried out with DAVID identified 33 KEGG pathways associated with the
putative targets of the studied miRs, 8 of which have corrected p<0.05 (Table
S2). Among the most enriched KEGG terms, we found ‘MAPK signaling
pathway’ (n= 27 genes), ‘Wnt signaling pathway’ (n= 12 genes), ‘Neurotrophin
signaling pathway’ (n= 15 genes) and ‘Focal adhesion’ (n= 14 genes). Figure
6B depicts the interaction map between miRs and target genes participating in
six KEGG pathways found in the enrichment analysis, which were selected
based on their high biological plausibility for the scenario of cardiac
hypertrophy. We may observe that the three miRs regulate genes involved in
the MAPK signaling pathway, reinforcing the relevance of their activity in this
intracellular signaling cascade.
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DISCUSSION

Our study is the first to explore vitamin E supplementation on microRNAs
and angiogenesis adaptation in physiological cardiac hypertrophy induced by
voluntary exercise in mice. The cardiac hypertrophy development occurred in
parallel with increased microRNAs expression and angiogenesis. However,
vitamin E supplementation seems to affect the magnitude of cardiac
hypertrophy and angiogenic response demonstrated by Ilower cellular
hypertrophy and decreased numbers of capillaries mainly on early evaluation.
Moreover, higher expression of miR-21, -150 and -210 in the EX compared to
SED group suggests that these miRs participate in cardiac hypertrophy
development in response to voluntary exercise. Nonetheless, this signaling was
not observed in the EX+VIT group, which may indicate that vitamin E blocks this
adaptation. Despite the differences, EX+VIT mice showed cardiac hypertrophy,
angiogenesis and exercise capacity similar to EX animals in 35 days,
suggesting the existence of compensatory mechanisms that result in similar
established hypertrophic phenotypes.

We monitored the effectiveness of training by daily assessment of time
and distance ran, as well as by testing maximal exercise capacity. The protocol
was effective in stimulating mice to spontaneously exercise consistent with
previous studies® . Analysis of maximal exercise capacity showed that all
trained mice improved similarly their exercise performance. Thus, it seems that
vitamin E does not change the ability to exercise. Voluntary wheel exercise
demonstrated higher left ventricle mass early as 7 days and was set at 35 days.
The degree of hypertrophy was consistent with previous studies of voluntary
and forced exercise, demonstrating that our model effectively induced
physiological cardiac hypertrophy®> ?°. The LV mass augmentation was followed
by increased myocyte cross-section area, in line with other studies®” *'. On the
other hand, EX+VIT mice showed numerically lower LV mass but without a
statistically significant difference. Nonetheless, we observed lower myocyte
cross-section area in EX+VIT mice compared with EX mice in 7 days of training,
and this difference was attenuated after 35 days. It appears the effect of vitamin
E on the magnitude of hypertrophy was not enough to result in significant
differences in LV mass, although a nominal difference could be observed.
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Coordinated angiogenesis seems to be crucial to maintain cardiac
function and the adaptative response during cardiac hypertrophy development,
and is accompanied by HIF-1a and VEGF activation® . In the present study,
exercise stimulated angiogenic signaling, shown by increased HIF-1a gene
expression after 7 days, followed by an increased VEGF expression at 35 days.
Further, the numbers of capillaries increased after 7 days and 35 days of
training. Angiogenic signaling appears to be uneven and dependent on time and
stimulus. In fact, studies have failed to detect increased VEGF expression in the
heart of trained mice®" 4. In addition, a recent study evaluating angiogenesis
after 4 weeks of training, in skeletal muscle, found increased VEGF expressions
only in forced exercise and proteins regulated by HIF-1a, only after voluntary
exercise®®. Angiogenesis triggered by exercise is stimulated by growth factors,
shear stress and local hypoxia1' %3 |n all these situations, ROS appear to be
involved. In the present study, we observed a marked decrease of VEGF and
HIF-1a gene expression in exercise mice receiving vitamin E, as well as lower
numbers of capillaries. Taken together, these results suggest that vitamin E
attenuated the angiogenic stimulus. These findings also suggest ROS
involvement on HIF-1a pathway activation and VEGF regulation by hypertrophic
stimuli. In fact, some studies have already highlighted the possible HIF-1a
activation by ROS"% %637,

In order to block possible damage caused by ROS or increase
antioxidant capacity, several human intervention trials used antioxidant
supplementation, including vitamin E'* %, However, these trials failed in
demonstrating benefits. Likewise, studies in athletes have failed to demonstrate
improvement in antioxidant levels and exercise capacity with such

supplementation® 4 %

. Here we demonstrated attenuation in hypertrophy,
angiogenesis and inhibition of miR expression in animals treated with vitamin E.
Probably, ROS increase is temporary and necessary for endogenous
antioxidant modulation and signaling of physiological adaptations'™ . Thus,
vitamin E supplementation seems to have deleterious effects early in the
process but no effect on late exercise adaptations. We hypothesize
compensatory mechanisms might take place in order to achieve compensated
hypertrophy. But, our study was not delineated to identify such mechanisms.
MicroRNAs have been widely studied for their ability to regulate different

processes in a dynamic way. MiR-21, one of the most studied miRs, is involved
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in many important processes such as angiogenesis, apoptosis, inflammation
and cardiac hypertrophy4°. MiR-21 overexpression increases HIF-1a and VEGF
expression and activates Akt/ERK signaling, inducing angiogenesis*'. In the
context of exercise, human studies have shown increased circulating miR-21
levels after exercise in athletes, while animal models, no changes in miR-21
were observed® *?**_|n the present study, however, we found increased miR-
21 expression in physiological cardiac hypertrophy induced by exercise and
suppression of this effect by vitamin E supplementation. It is possible that there
is an interrelationship between ROS and miR-21 that leads to the Ak{/ERK
activation, contributing to HIF-1a activation and angiogenesis and also
apoptosis control*” *°. These mechanisms are in tune in physiological cardiac
hypertrophy, but supplementation with vitamin E seems to inhibit this process,
possibly by decreasing ROS.

Several groups have highlighted miR-210 as the most important hypoxia-

induced miR and a direct target of HIF-102" 48

. Its major action is on
facilitating angiogenesis, but it has been discovered that miR-210 is critical for
cell survival, cardiac function, apoptosis inhibition and oxidative metabolism*®
%9 MiR-210 can modulate ROS generation and decrease cellular death in cells
subjected to oxidative stress?" 3”44 %% The present study is the first to identify
increased miR-210 expression in physiological cardiac hypertrophy. Likewise,
most studies have described pro-angiogenic miR-210 actions, necessary to
physiological cardiac hypertrophy development. Thus, by interfering with miR-
210 activation, vitamin E supplementation might interfere with adaptations such
as angiogenesis. Hamama et al demonstrated a possible modulation effect of
vitamin E analog under miR-210 studying fibrotic cells in culture®”.

MiR-150 has been reported to play a role in regulating the innate
immunity, monocyte migration, inflammation and apoptosis®2. Moreover, higher
levels of miR-150 have been demonstrated protective role for heart disease®°.
In the present study, we identified increased miR-150 expression in animals
submitted to chronic exercise, in agreement with previous results from our
group26. This is in line with the potential protective role of miR-150, regulating
inflammation, apoptosis and fibrosis that is not characteristic of physiological
cardiac hypertrophy. Increased miR-150 expression was not observed in
animals treated with vitamin E. Again, vitamin E seems to suppress adaptations

induced by exercise.
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Pathway enrichment analysis of miR targets identified many mechanisms
already described in LV hypertrophy, such as MAPK signaling pathway, focal
adhesion and cytokine-cytokine receptor interaction. Among the enriched
KEGG terms, we found five pathways described in a previous genome-wide
association study that determined the top ten molecular mechanisms involved in
physiological cardiac hypertrophy®®. Moreover, we observed strong enrichment
of Wnt signaling, which has been implicated in the regulation of endotelhial cell
growth and angiogenesis®’. Taken together, these results suggest possible
molecular mechanisms that explain the participation of these miRs in this
physiological model. Interestingly, our results show that vitamin E
supplementation has an effect on miR expression in the process of
physiological cardiac hypertrophy and exercise adaptations, but over time these
effects abrogated and a final similar phenotype is obtained in animals with and
without vitamin E supplementation.

Some limitations of the present study deserve consideration. First, vitamin
E administration does not block ROS production completely, although its effect
was sufficient to observe the results of ROS decrease in this physiological
context. Second, we studied only a few miRs and development of cardiac
hypertrophy probably involves other miRs and regulatory genes. Although these
limitations must be considered, we believe any component of this complex
regulation is worth studying and our findings will help to elucidate how ROS
affects cardiac responses during the process of physiologic hypertrophy.
Finally, we have used bioinformatics as an additional tool to explore our
findings. Bioinformatics has become an increasingly useful research tool since it
provides exploratory data-mining procedures for gaining insight into the
underlying biology of differentially expressed miRs, performing hypothesis-free
analysis of large-scale data. Nonetheless, results should be interpreted with
caution, given the predictive nature of this methodology. In this sense, a careful
interpretation of the enrichment analysis done here, focusing on biological
plausibility and accompanied by experimental validation of the expression of
putative targets, are crucial to confirm the major biological meaning behind the
effect of altered miR expression in the highlighted biological pathways.

In conclusion, our data show that, in a model of physiological cardiac
hypertrophy developed by voluntary exercise in mice, vitamin E

supplementation affects the development of hypertrophy, angiogenesis and
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associated expression of miR-21, -150 and -210. These effects are more
prominent during development of hypertrophy, however with minimal effects in
the final hypertrophic phenotype. Our findings suggest a role for ROS in the
development of physiological cardiac hypertrophy and associated angiogenesis,
and support that regulation of microRNA expression may be a pivotal step in
this interaction.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — Mice maximal exercise capacity on treadmill at baseline, 7 and
35 days. Distance values were compared by repeated measures ANOVA
followed by Bonferroni correction and represent as the means + SEM; N per
group = 10 mice on each time; *p<0.05 comparing EX and EX+VIT groups on
each week; ? p<0.05 compared SED and EX group on each time; b p<0.05
compared SED+VIT and EX+VIT group on each time.

Figure 2 — Cardiac hypertrophy analyses in mice. A, B Left ventricle weight /
body weight ratio after 7 and 35 days, respectively; N per group = 12-16 mice
on each time; C, D Myocyte cross-section area by histological analyses in 7 and
35 days, respectively; N per group = 5 mice on each time. Values are means +
SEM. LVW/BW comparisons were performed by using ANOVA with Tukey post-
hoc and histological analyses by Kruskal-Wallis with Dunn’s post-hoc; *p<0.05;
**p<0.001

Figure 3 — Real-time RT-qPCR of angiogenesis-related genes. A, B HIF-1a
gene expression at 7 and 35 days, respectively; C, D VEGF gene expression at
7 and 35 days, respectively. Data were normalized to GAPDH gene and are
expressed as means + SEM; Comparisons were performed by Kruskal-Wallis

with Dunn’s post-hoc; N per group = 8 mice on each time; *p<0.05; **p<0.001

Figure 4 — Angiogenesis analyses by CD31 immunohistochemistry in
mice. A, B capillaries percentage in relation to the SED in 7 and 35 days,
respectively; Values are means + SEM; Comparisons were performed by
Kruskal-Wallis with Dunn’s post-hoc; N per group = 5 mice on each time;
*p<0.05; **p<0.001

Figure 5 — Real-time RT-qPCR of microRNAs A, B miR-21 expression at 7
and 35 days, respectively; C, D miR-210 expression at 7 and 35 days,
respectively; E, F miR-150 expression at 7 and 35 days, respectively; Data
were normalized to cel-miR-39 and are expressed as mean = SEM,;
Comparisons were performed by Kruskal-Wallis with Dunn’s post-hoc; N per
group = 8 mice on each time; *p<0.05; **p<0.001

Figure 6 — A Similarity among miRs in terms of their shared target genes. Node
size is proportional to the number of targets predicted for each miR, while edge
width represents the degree of overlap among miRs targets estimated by the
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Jaccard similarity coefficient. B Interaction map between miRs and genes that
participate in six enriched KEGG pathways selected based on biological

plausibility. The node size is proportional to the number of interactors
associated to each miR or gene.
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ABSTRACT

AIMS: Vitamin E is a usual antioxidant, but little is known about its effects on
cardiac hypertrophy and microRNAs (miRs) expression induced by transverse
aortic constriction (TAC) in mice.

METHODS AND RESULTS: Male Balb/c mice were randomly divided into four
cohorts: SHAM (n=22), TAC (n=34), SHAM supplemented with vitamin E
(SHAM+VIT, n=22), and TAC supplemented with vitamin E (TAC+VIT, n=34).
VIT groups received 200 mg/kg of a-tocopherol once a day, and the other
groups received placebo, both by gavage. After 7 and 35 days of surgery
analysis of cardiac hypertrophy, fibrosis, miRs and gene expression and
carbonyl concentrations in cardiac tissue, were performed. Left ventricle mass
increased similarly between TAC and TAC+VIT groups (all p<0.05 vs. SHAM
groups). Likewise, the expression of HIF-1a and VEGF was increased, in both
TAC groups but only after 35 days (all p<0.05 vs. SHAM groups). As expected,
cardiac pathological hypertrophy was accompanied by reactivation of fetal
genes ANP and B-MHC. Cardiac fibrosis was increased by TAC surgery as
early as 7 days and remained high after 35 days. Still, TAC mice exhibit higher
levels of protein damage at 35 days. This pathological phenotype was not seen
in animals of the TAC+VIT group. Vitamin E seems to inhibit cardiac fibrosis
and oxidative damage. Cardiac hypertrophy was followed by increased miR-21
and -499 and decreased miR-26b expression in the TAC group. However,
TAC+VIT mice displayed a different miR expression profile, with higher miR-210
expression and inhibition on miR-21 and -499.

CONCLUSION: TAC model induced pathological cardiac hypertrophy, fibrosis
and protein damage followed by changes in miRs expression. Vitamin E
supplementation was associated with a different miR expression profile and

mitigated the pathological phenotype.

Keywords: Cardiac Hypertrophy; Vitamin E; Transverse Aortic Constriction;
MicroRNAs.
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INTRODUCTION

Heart failure is a final stage of different cardiac diseases, and is
associated with high morbidity and mortality’. Mechanisms underlying the
development of cardiac hypertrophy (CH) and its progression to heart failure
include alterations in gene expression, extracellular matrix, vascular network,
energy metabolism and also cell loss due to necrosis and apoptosis®®.
Upregulation of fetal genes including atrial natriuretic peptide (ANP), B-type
natriuretic peptide (BNP) and fetal isoforms of 3-myosin heavy chain (3-MHC)
participates in the transition process from adaptive hypertrophy to heart failure*
°. Angiogenesis is a determinant of cardiac hypertrophy and maintains cardiac
function® ’. Several studies demonstrated that hypoxia inducible factor 1a (HIF-
1a) is critical to cardiac adaptation to hypertrophic stimuli and angiogenesis®™°.
Moreover, HIF-1a downregulation resulted in decrease in angiogenic factors
and reduction in cardiac function under physiological and pathological

conditions™" 2.

The role ofreactive oxygen species (ROS) in pathological
hypertrophy and heart failure progression has been extensively studied™ .
ROS augmentation or decreases in endogenous antioxidants are involved in
fibrosis, apoptosis, contractile dysfunction and are a contributing factor in the
transition to the decompensated stage'*'°. Intervention trials with antioxidants
such as vitamins E, C, resveratrol and others have produced encouraging
results that show arrest of the cardiac dysfunction progression'® '". However,
both ROS as antioxidants may also play an important role in physiologic and
pathologic mechanisms that occur during cardiac hypertrophy and manipulation
of their status must be done with care' 8.

MicroRNAs (miRs) are a small non-coding RNAs that negatively regulate
protein expression at the posttranscription level'®. Several miRs, in particular
miR-21, -26b, -150, -210 and -499 have been implicated on cardiac
hypertrophy, angiogenesis, apoptosis, and cardiac function 2°?2. Furthermore, it
seems ROS modulates miR-21 and -210?* | but little is known about the
effects of antioxidant interventions on miR expression profile in pathological
cardiac hypertrophy. Thus, the aim of this study was investigate vitamin E

treatment effects on pathological cardiac hypertrophy induced by transverse
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aortic constriction (TAC) in mice. We evaluated cardiac hypertrophy, fibrosis,
protein damage, as well as gene and microRNAs expression.

METHODS

Animals and experimental protocol — Ten-week-old male Balb/c mice were
randomly divided into four cohorts: SHAM (n=22), TAC (n=34), SHAM
supplemented with vitamin E (SHAM+VIT, n=22), and TAC supplemented with
vitamin E (TAC+VIT, n=34). SHAM+VIT and TAC+VIT groups received a-
tocopherol (200 mg/kg) once a day (Sigma-Aldrich, US) and SHAM and TAC
groups received placebo (soybean oil vehicle) by gavage®. Mice were studied
and kept at the experimental animal facility in the Research Center of Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. Consumption of food and water were checked
daily and body weight was measured weekly. All animals were supplied with
food and water ad libitum and were kept on a 12-h light and 12-h dark regime at
23°C. This study was approved by the institutional ethics in research committee
(protocol numbers 11-0470 and 14-0082) and performed in accordance with
Brazilian and international guidelines for the Care and Use of Laboratory
Animals and the ARRIVE guidelines®® #’.

Transverse Aortic Constriction — Transverse aortic constriction (TAC) was
conducted as described previously?®. Briefly, mice were anaesthetized with
2.5% isoflurane in 0.1mL O and intubated for mechanical ventilation (Model
687, Harvard Apparatus, US). Mice were ventilated with a constant volume of
0.2 mL and a respiratory rate of 140 breaths per minute. Mice were placed on a
heating pad at 37°C and surgical procedures were performed using a dissecting
microscope (Model 2020, Walter Products Inc., CA). An incision was made on
the sternum and the aortic arch was exposed and tied off (6-0 silk suture)
together against a 26G (& 0.45 mm) needle between the brachiocephalic trunk
and the left common carotid artery. The needle was immediately removed to
restore blood flow. The chest was then closed and animals received
ketoprofen (2 mg/kg intramuscular) for analgesia. SHAM mice were treated
identically, but not submitted to the constriction procedure. All mice were
allowed to recover in a 37°C neonatal recovery chamber with oxygen supplied
overnight. Surgery had a mortality of approximately 10% in accordance with
previously published outcomes?®.
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Euthanasia protocol — For acute and chronic evaluations of pathological
hypertrophy, animals were euthanized in equal numbers at two moments: 7 and
35 days after surgery. Animals were anesthetized with a mixture of ketamine
and xylazine (100mg/kg and 10mg/kg respectively), weighted, and had the
heart quickly removed and left ventricle (LV) isolated. Medial LV was fixed in
10% buffered formalin, apical and basal LV regions were divided and separated
in RNA later (Qiagen, US) or snap-frozen in liquid nitrogen and both were
stored at —80°C until molecular analyses. Animal’s legs were removed for x-ray
assessment to determine the tibial bone length. Cardiac hypertrophy was
determined as the ratio between LV weight and tibial length (LVWI/TL).

Histological analyses — LV samples were fixed in 10% buffered formalin and
embedded in paraffin for evaluation of fibrosis. Slices were sectioned at 4um
thickness and stained with Masson’s trichrome to estimate cardiac fibrosis. Four
random microscopic fields under light microscopy were photographed using Q
Capture Software v.2.81.0 at 400-fold magnification (Q Imaging Co., CA).
Fibrosis was quantified using the Image J software and the color deconvolution
plug-in (n=7-13 per group). Fibrosis intensity was calculated according to the
formula: =255-i, where f is final blue intensity and i is the mean blue intensity
varying from O (dark blue, highest expression) to 255 (white, no expression). A
blinded investigator measured histological parameters.

Biochemical analyses — Biochemical analyses were performed in VE samples
and normalized by total protein content, determined using the Bradford
method?®.

Protein carbonyls — The oxidative damage to protein was measured by the
determination of carbonyl groups based on the reaction with
dinitrophenylhydrazine (DNPH). Briefly, protein was isolated with 10% TCA and
reacted with 20mM DNPH dissolved in 2M HCI, for 30 min. After, samples were
centrifuged (10000 xg/10 min) and pellets were washed three times in
ethanol:ethyl acetate (1:1). Protein pellets were dissolved in 6M guanidine
hydrochloride and carbonyl contents were determined spectrophotometricaly
(370 nm). A second set of samples was reacted with 2M HCI and run in parallel,

as a blank. Results were expressed as nmol carbonyl/mg of protein®®3",
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Ferric reducing ability of plasma (FRAP) — The antioxidant power on each
sample was evaluated by FRAP*. In brief, the FRAP assay measures the
change in absorbance at 593nm due to the formation of a blue coloured Fe?
tripyridyltriazine compound from a colourless oxidised Fe® form by the action of
electron donating antioxidants. Results were expressed as nmol FRAP/mg of

protein®.
Molecular analyses

RNA extraction — Total RNA and miRs were isolated from 30 mg of LV using
miRNeasy mini kit (Qiagen, US), according to the manufacturer’s instructions.
After extraction, 50 pM of synthetic microRNA-39 from Caenorhabditis elegans
(cel-miR-39, Qiagen, US) was added to each sample as a standard control for
quantitative real time PCR (qRT-PCR), as previously recommended and

34,35
d .

validate Concentration of RNA samples was assessed using the

NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, US).

Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) — gqRT-PCR was conducted for miR-
21, -26b and -499 that had been previously described in cardiac hypertrophy
(assays TM000397, TM000407, TM001045 respectively), mir-210 related to
angiogenesis (assay TM000473) and miR-150 associated to immunity (assay
TMO000473). The reverse transcription (RT) reactions were run in a Veriti 96-
Well Thermal Cycler with a miR Reverse Transcription Kit, according to the
manufacturer’s instructions (Applied Biosystems Inc., US). MIiR gRT-PCR
reactions were run in triplicate using the TagMan miR Expression Assay probes
in a 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Inc., US). Gene
expression was measured for genes that are responsible for angiogenesis,
namely HIF-1a and VEGF (assays Mm01283760_m1* and Mm01281449_m1*,
respectively) and reprogrammed fetal genes ANP (NPPA) and 3-MHC (Myh7)
(assays MM01255747_g1 and MMO01319006_g1 respectively). First-strand
cDNA samples were synthesized from total RNA using a High Capacity cDNA
Reverse Transcription kit run in a Veriti 96-Well Thermal Cycler, according to
the manufacturer’s instructions (Applied Biosystems Inc., US). QRT-PCR were
performed in 7500 Real-Time PCR System, using Tagman gene expression
assays (Applied Biosystems Inc, US), following the manufacturer’s instructions.
Gene expression results were normalized for glyceraldehyde 3-phosphate
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dehydrogenase gene expression (GAPDH; assay number 4352339E). The
relative expression of each miR and gene was calculated with the comparative
threshold cycle (2-22“Y) method®. qRT-PCR data used the SHAM group as

reference.

Computational prediction and functional annotation of miR targets —
Target prediction analysis was carried out with TargetScan (release 6.2) to
identify genes potentially modulated by the activity of the miRs of interest®’.
Additionally, experimentally validated miR targets were retrieved from
miRTarBase (release 4.5), which contains a large collection of miR-target
interactions validated in functional studies of miRs®®. Next, gene-annotation
enrichment analysis was performed for the list of putative target genes collected
from both resources. Enrichment for pathways maps from the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) was investigated with the
package clusterProfiler for R environment®. KEGG terms were considered

statistically significant for p < 0.05 after Benjamin-Hochberg correction.

Statistical analyses — Data were expressed as mean and standard error.
Comparisons among groups were performed by using ANOVA followed by
Tukey post-hoc or Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post-hoc as appropriated.
The level of significance was set at 5%. The softwares used for analysis of the
data were SPSS version 18 and Prism 5 (GraphPad Software Inc., US).
Significance for KEGG pathway enrichment was estimated with DAVID’s EASE
score 8, computed based on a modified Fisher's exact test, and adjusted with
Benjamini multiple testing correction. Pathways with a minimum count of 2

query genes and a p-value < 0.1 were considered enriched for miR targets.

RESULTS

Pathological Cardiac hypertrophy — LV weight/tibial length ratio (LVW/TL)
increased 23% at 7 days and 35% after 35 days in TAC group (p<0.001 vs.
SHAM, Figure 1A,B). Similarly, in the TAC+VIT group, LVW/TL increased 29%
after 7 days and 34% after 35 days (p<0.001 vs. SHAM+VIT). Heart weight, LV
weight and LV weight/body weight (LVW/BW) had a similar increase in both
TAC and TAC+VIT groups compared to the SHAM groups (Table S1). TAC and
TAC+VIT animals had a difference in body weight at 35 days, hence we used
LVWI/TL ratio for comparisons.
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As expected, cardiac fibrosis intensity was higher in TAC group compared to
SHAM in both assessments (p<0.05; Figure 2). On the other hand, TAC+VIT
group did not have the increase in fibrosis at both time points (p>0.05 vs.
SHAM+VIT).

Gene expression — Cardiac mRNA expression of atrial natriuretic peptide
(NPPA) was higher in both TAC groups, as expected. However, a trend towards
lower expression was observed in TAC+VIT mice, especially in 35 days (TAC:
1313 fold vs. TAC+VIT: 7+1 fold; p=0.068; Figure 3A, B). The fetal gene
reactivation of p-myosin heavy chain (Myh7) was demonstrated by
augmentation of Myh7 gene expression in both TAC and TAC+VIT groups
(Figure 3 C,D).

The expression of angiogenic genes HIF-1a and VEGF was not altered by TAC
surgery at 7 days in both groups (Figure 4). However, on late evaluation HIF-1a
and VEGF expression were increased in TAC and TAC+VIT groups compared
to SHAM groups (p<0.05).

Biochemical analyses — Levels of protein carbonyls were similar between
groups at 7 days (p>0.05 for all; Figure 5A). However, after 35 days, protein
damage was increased only in TAC group (p=0.029 vs. SHAM; Figure 5B).
TAC+VIT animals did not show similar augmentation on protein damage
probably by its antioxidant effect. Analyses of FRAP demonstrated a slightly
higher antioxidant power in mice receiving vitamin E, but without statistic

significance (p>0.05 for all; Figure 5C,D).

MicroRNAs analyses — MiR-26b expression was decreased 7 days after TAC
surgery, especially in TAC+VIT mice (p=0.033 vs. TAC; Figure 6A,B). After 35
days, only a tendency towards lower miR-26b expression levels was found in
TAC and TAC+VIT groups. MiR-21 demonstrated increased expression in TAC
mice compared to SHAM at both time points (p<0.05; Figure 6C,D). In TAC+VIT
group this increase was not seen at 7 and 35 days (p<0.01 vs. TAC). MiR-499
expression had similar responses, particularly at 35 days (p<0.001 vs. SHAM;
Figure 6E,F). Low miR-499 gene expression was found in TAC+VIT animals in
both time points (p<0.001 vs. TAC; Figure 6E,F). MiR-210 expression increased
in TAC group, but without statistical significance (p>0.05 vs. SHAM; Figure 6).

However, TAC mice receiving vitamin E demonstrated a consistent increase in
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miR-210 expression at both times (p<0.001 vs. SHAM+VIT; p=0.034 vs. TAC
after 35 days). MiR-150 showed a group and time-dependent expression. Initial
evaluation showed a tendency of increased expression only in TAC group
(p=0.061 vs. SHAM) and later on, a decrease in both TAC groups (Figure 61,J).
TAC+VIT animals demonstrated lower miR-150 expression compared to TAC
animals at 7 and 35 days (p<0.05). Vitamin E alone had effects on miRs
expression demonstrated by a decrease in mir-150 and -499 expression in
SHAM+VIT group compared to SHAM group at both time points (p<0.05; Figure
6).

Prediction of miRs targets — Computational target prediction by TargetScan
returned a total of 1308 conserved genes to be potentially regulated by our
miRs. Specifically, 205 target genes were found for miR-150, 246 for miR-21,
32 for miR-210, 748 for miR-26b and 230 for miR-499. Moreover, 20
experimentally validated target genes were retrieved from miRTarBase, 9 of
which were also present in the TargetScan prediction. Based on data from
experimental validations, we found 3 target genes for miR-150, 11 for miR-21, 5
for miR-210 and 1 for miR-26b. Merging both sources, we obtained a total of
1319 putative target genes for the miRs of interest (Table S2). As observed in
Figure 7A, all miRs share common targets, but a higher overlap is found
between targets of miR-21, 26b, -150 and -499, as measured by Jaccard
similarity coefficient.

Pathway enrichment analysis of miR targets —This analysis identified a total
of 33 KEGG pathways (Table S3) potentially modulated by our miRs (p<0.05).
Among the top 30 KEGG pathways enriched for the genes targeted by miR-21,
-210, -150, 26b and -499 (Figure S1), we found the ‘MAPK signaling pathway’
(n= 45 genes), ‘Neurotrophin signaling pathway’ (n= 24 genes), Ras signaling
pathway’ (n= 35 genes), ‘Wnt signaling pathway’ (n= 26 genes), ‘mTOR
signaling pathway’ (n= 14 genes) and ‘PI3K-Akt signaling pathway’ (n=42
genes). Based on enrichment analysis data it was built a interaction map
between the five miRs and target genes participating in KEGG pathways
(Figure 7B). These pathways were selected based on their high biological
plausibility for the scenario of cardiac hypertrophy.
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DISCUSSION

Our study is the first to explore vitamin E effects on pathological cardiac
hypertrophy development induced by transverse aortic constriction in mice. This
model induced an increase in LV mass and fibrosis as soon as 1 week after
TAC surgery. After 35 days LV hypertrophy increased, further along with fibrosis
and protein damage. The increase in NPPA and Myh7 gene expression confirm
the pathological phenotype of this model. These changes were accompanied by
altered miRs expression involving miR-21, 26b and -499, (previously associated
with cardiac hypertrophy), and miR-150 and -210 whose role in CH is not clear
yet. In this scenario, vitamin E treatment was not able to prevent cardiac
hypertrophy or fetal gene reactivation. However, the cardiac hypertrophy in the
presence of vitamin E did not show fibrosis or protein damage. Even more,
vitamin E treatment was associated with increased miR-210 and decreased
miR-21 and miR-499 expression. Taken together, these data suggest that oral
vitamin E administration can attenuate some of the pathological features and
modify miRs expression on pathological cardiac hypertrophy induced by TAC.

TAC mice demonstrated high LVW/TL ratios as early as 7 days post-TAC
and even higher ratios at 35 days. The LV hypertrophy was consistent with
previous studies of severe TAC' ** !, Fibrosis is a common discovery in the
TAC model and, as expected, we detected an increase in fibrosis deposition
after 7 and 35 days of surgery in line with other studies'® " % %3 Additionally,
we observed an increase in protein damage after 5 weeks, detected by carbonyl
analysis. Usually TAC surgery and them progression to HF increase oxidative
stress biomarkers like malonaldehyde, 8-hydroxydeoxyguanosine and 4-
hydroxy-2-nonenal** *°. Therefore, ROS participation is important in CH but
oxidative damage is not always seen*®.

Degree of cardiac hypertrophy between TAC only and TAC+VIT animals
was pretty similar, suggesting that vitamin E treatment does not inhibit
hypertrophy development. There is only one study that evaluates vitamin E
effects on cardiac hypertrophy, performed by Dhalla et al using TAC surgery in
guinea pigs. After 20 weeks, the authors show similar CH results, but the
animals supplemented with vitamin E group had lower mortality rates and less
cardiac dysfunction*’. Additionally, in our study TAC+VIT animals did not have
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fibrosis deposition as TAC animals did. This result demonstrates that vitamin E
can alter extracellular matrix mechanisms which will likely reduce collagens
deposition and fibrosis formation. Only little evidence has been published about
vitamin E and fibrosis formation. Studies include, for example, dermatologic use
of topic vitamin E to reduce scar size*®, vitamin E supplementation to prevent
fibrogenesis in patients with hepatitis*®. In our study, TAC+VIT mice did not
show protein damage at 35 days as detected in TAC animals only, probably due
to the antioxidant action of vitamin E, despite total antioxidant capacity (FRAP)
was similar in all groups.

It is well known that increases in NPPA and MYH7 gene expression are
indicative of fetal reactivation in pathological cardiac hypertrophy and failure.
Both TAC and TAC+VIT groups had and increase in these genes. However,
TAC+VIT had a tendency of lower NPPA gene expression in both evaluations
suggesting that vitamin E may be able to inhibit, at least in part, expression of
the NPPA gene.

Some papers suggested that the compensated hypertrophy phase is
characterized by increased HIF-1a and VEGF expression and a corresponding
®  Recent studies on HIF-1a and VEGF

expression in TAC mice are controversial, some showing little or no increase in

increase in vascularization'

expression in up to 12 weeks*?***°_|n our study, we only observed an increase
in expression of both genes after 35 days in TAC and TAC+VIT mice. Thus,
expression of these genes seems to be quite variable and not limited to CH
initial stage.

MicroRNAs have been widely studied in physiologic and pathologic
contexts® %, MiR-26b is not well studied in cardiovascular diseases, but it
seems to be involved in apoptosis, angiogenesis and hypertrophy®® °'. We
observed a reduction in miR-26b expression both in TAC and TAC+VIT group.
MiR-26b decreased expression has been found in pathological cardiac
hypertrophy models whereas its overexpression in vivo and in vitro was
associated with lower hypertrophy, fibrosis and fetal gene reactivation®*>*.

MiR-21 seems to be involved in different processes such as apoptosis,
angiogenesis, inflammation and cardiac hypertrophy®’. Several studies have
demonstrated an increase in miR-21 expression in TAC and AMI models,
54, 55, 58, 59

whereas miR-21 knockout was enough to reduce hypertrophy in vitro

In agreement with these observations, we observed an increase in miR-21
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levels at both time points in TAC groups. Nonetheless, TAC+VIT animals did
not show this increase. Thus, our findings suggest the antioxidant effect of
vitamin E modulates miR-21 expression. The inhibition of miR-21 however was
not able to reduce cardiac hypertrophy, although we did not observe significant
fibrosis in the TAC+VIT group. Thum et al had already described an association
between miR-21 and fibrosis in fibroblasts of HF patients and in animal models
overexpressing miR-21. This increase was associated with fibrosis, cardiac
hypertrophy and dysfunction caused by TAC®.

MiR-499 is one of myomiRs, it is localized inside MYH7 gene. In the
present study, we observed a tendency to higher miR-499 levels at 7 days; this
was confirmed after 35 days in TAC group. In line, higher miR-499 expression
was associated with pathological hypertrophy and its progression to HF®" ©'.
The role of miR-499 as a biomarker of cardiac damage was evidenced in many
human studies ®2 Interestingly, vitamin E treatment abolished the increase of
miR-499 and this inhibition was seen not only in TAC+VIT group but also in
SHAM+VIT mice. Considering that miR-499 levels increase is associated with
cardiac damage and its progression to heart failure, the daily treatment with
vitamin E seems to be beneficial to TAC+VIT group. The mechanism involved in
this inhibition is still unclear.

MiR-210 has its major role in hypoxia and angiogenesis and participates
in HIF-1a and AKT pathways. Increased miR-210 levels have protective effect
in cells subjected to ROS?* ®*%_ |n cardiac diseases, miR-210 overexpression
inhibited apoptosis, increased angiogenesis and improve cardiac function®® °’.
We did not find any statistical increase in miR-210 levels in TAC group. On the
other hand, vitamin E influenced miR-210 in a group-dependent manner,
SHAM+VIT animals showed decreased basal levels of miR-210 while in
TAC+VIT group had increased miR-210 expression. Hamama et al found lower
levels of miR-210 after treatment with trolox, an analogue of vitamin E, in fibrotic
cancer cells, suggesting a possible modulation®®. This modulation its viewed in
SHAM+VIT mice, but it seems that there is a differential effect on TAC animals
treated with vitamin E. Considering that miR-210 is important to cardiac function
and angiogenesis, vitamin E seems to be beneficial after TAC surgery.

Despite that miR-150 is well related to immune system, low expression
has been observed in patients with cardiac diseases and in TAC mice®* %71,

Evidences supporting that miR-150 is a protective miR for heart and associated
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with a better prognosis when it is high expressed after AMI "2, Transgenic mice
overexpressing miR-150 showed less fibrosis, less heart dysfunction and they
survived longer than wild type animals after TAC surgery®®. We observed only a
tendency towards increase in miR-150 expression in TAC group after 7 days,
while at the final evaluation, we found miR-150 reduced levels in TAC and
TAC+VIT groups. Vitamin E had an important effect over miR-150 expression
levels because it was able to reduce miR-150 levels in both SHAM+VIT and
TAC+VIT groups.

Virtually, a miR can modulate many different targets, and on the other
hand, a single target can be under the action of many miRs. Therefore, the
study of pathways that might be modulated by differentially expressed miRs is
crucial to better understand the biological processes dependent on miR’s
actions. Our analysis of pathways related to miR-21, 26b, -150, -210 and -499
identified multiple processes and pathways involved in cardiac hypertrophy
such as MAPK, Wnt, mTOR and PI3K-AKT signaling pathways, suggesting that
the association of these miRs with cardiac hypertrophy is of great biological
plausibility.

Our study has some limitations that should be considered. First, we did
not perform functional or survival analyses that could demonstrate vitamin E
impact on prognosis. Another important point is the lack of phenotypic
evaluation of angiogenesis, an important marker of compensated HC that can
be influenced by vitamin E and ROS. Finally, pathological cardiac hypertrophy
is a complex process that involves many mechanisms, genes e probably many
miRs. We studied a few, but representative miRs in this scenario based in
previous studies and also in bioinformatics analyses.

In conclusion, transverse aortic constriction in mice induced a
pathological cardiac hypertrophy phenotype and resulted in alteration of miR-
21, -26b, -150 and -499 expression in time-dependent way. In this context,
vitamin E treatment results in inhibition of fibrosis and protein damage as well
as a differential miR profile. Taken together, these data suggest that oral
administration of vitamin E might be beneficial in pathological cardiac
hypertrophy induced by transverse aortic constriction in mice without however
abrogating the pathological phenotype.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — Cardiac hypertrophy analyses in mice. A, B Left ventricle weight / tibial
length ratio after 7 and 35 days, respectively; N per group = 11-17 mice in each time
point. Values are means + SEM. Comparisons were performed using ANOVA with
Tukey post-hoc; *p<0.05; **p<0.001

Figure 2 — Cardiac fibrosis analyses in mice. A, B Fibrosis arbitrary units were
calculated in Masson’s trichrome stained sections using Image J after 7 and 35 days,
respectively; C Example of Masson’s trichome staining; N per group = 10-17 mice in
each time point. Values are means + SEM. Comparisons were performed using
ANOVA with Tukey post-hoc; *p<0.05.

Figure 3 — Real-time RT-qPCR of reprogramming fetal genes ANP (NPPA) and B-
MHC (Myh7). A, B NPPA gene expression at 7 and 35 days, respectively; C, D Myh7
gene expression at 7 and 35 days, respectively. Data were normalized to GAPDH gene
and are expressed as means + SEM; Comparisons were performed by Kruskal-Wallis

with Dunn’s post-hoc; N per group = 10-17 mice in each time point; *p<0.05; **p<0.001

Figure 4 — Real-time RT-qPCR of angiogenesis-related genes. A, B VEGF gene
expression at 7 and 35 days, respectively; C, D HIF-1a gene expression at 7 and 35
days, respectively. Data were normalized to GAPDH gene and are expressed as
means + SEM; Comparisons were performed by Kruskal-Wallis with Dunn’s post-hoc;

N per group = 10-17 mice in each time point; *p<0.05.

Figure 5 — Biochemical analyses in mice. A, B Protein carbonyls in 7 and 35 days,
respectively; C, D Ferric reducing ability of plasma (FRAP) in 7 and 35 days,
respectively; Values are means + SEM; Comparisons were performed by ANOVA with

Tukey post-hoc; N per group = 8-17 mice in each time point; *p<0.05

Figure 6 — Real-time RT-qPCR of microRNAs. A, B miR-26b expression at 7 and 35
days, respectively; C, D miR-21 expression at 7 and 35 days, respectively; E, F miR-
499 expression at 7 and 35 days, respectively; G, H miR-210 expression at 7 and 35
days, respectively; I, J miR-150 expression at 7 and 35 days, respectively; Data were
normalized to cel-miR-39 and are expressed as mean = SEM; Comparisons were
performed by Kruskal-Wallis with Dunn’s post-hoc; N per group = 8-17 mice in each
time point; *p<0.05; **p<0.001

Figure 7 — Bioinformatics analyses. A Genes overlap among miRNAs computed in
terms of their Jacquard Similarity. Node size is proportional to the number of genes
targeted by each miRNA, while edge width is proportional to the similarity coefficient. B
Interaction map between miRs and genes that participate in major enriched KEGG

pathways selected based on biological plausibility.
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FIGURE 3
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FIGURE 4
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FIGURE 6
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FIGURE 7
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7. DISCUSSAO

Neste estudo, nossa proposta foi avaliar o efeito da suplementagcédo com
vitamina E sobre os processos de hipertrofia cardiaca por estimulo fisiolégico e
patologico (Figura anexa 1). Nesses processos, nosso foco era o
desenvolvimento da hipertrofia, as adapta¢gdes secundarias a ela, assim como
a expressao génica e de microRNAs durante o processo. As avaliagbes foram
realizadas apos 7 dias do inicio do exercicio ou da cirurgia de bandeamento
aortico transtoracico (TAC), para observar a sinalizagao inicial da hipertrofia e
35 dias apos exercicio ou TAC, para observar a hipertrofia ja instalada. Esse
projeto, assim como seus achados sao bastante originais.

Inicialmente, exploramos o efeito da suplementagdo com vitamina E no
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca fisioldgica induzida pelo exercicio
voluntario em camundongos. O modelo utilizado foi efetivo em estimular os
camundongos ao exercicio espontaneo, assim como em gerar hipertrofia
cardiaca consistente com estudos de exercicio voluntario e forgado (Allen et al.,
2001, DeBosch et al., 2006, Natali et al., 2001, Soffe et al., 2015, Wang et al.,
2010). Por outro lado, os animais treinados que recebiam vitamina E
apresentaram menor hipertrofia celular, porém na massa do VE essa diferenca
ndo foi significativa. Esses resultados demonstraram que ha um efeito da
vitamina E sobre o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca fisiolégica, mas nao
o suficiente para alteracao do fenétipo.

Avaliamos também o efeito da vitamina E no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca patolégica induzida pelo TAC. Nosso modelo induziu
hipertrofia cardiaca acompanhada de fibrose e reativagdo de genes fetais ja em
1 semana e o efeito foi ainda maior 35 dias apds a cirurgia. Nossos resultados
de aumento de massa do VE e fibrose sdo consistentes com outros estudos de
hipertrofia patologica severa (Gogiraju et al., 2015, Gupta et al., 2014, Moc et
al., 2015, van Nierop et al., 2013). Os animais submetidos ao TAC que
receberam vitamina E demonstraram hipertrofia cardiaca similar aos animais
placebo. Apesar disso, esses animais ndao apresentaram o aumento de fibrose
encontrado nos animais placebo. Demonstrando que o tratamento com
vitamina E pode influenciar mecanismos de deposi¢cao de colageno. Ha poucas

evidéncias ligando a vitamina E diretamente a fibrose, no entanto, essas
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sempre apontam para uma atividade anti-fibrotica (Azzi et al., 2004, Ehrlich et
al., 1972, Foo et al., 2011).

Os dois modelos de hipertrofia cardiaca foram efetivos em causar
aumento do ventriculo esquerdo nos dois tempos analisados. Conforme
esperado, o modelo patolégico induziu aumento mais pronunciado nos dois
tempos (Figura anexa 2). Os animais que receberam vitamina E também
desenvolveram hipertrofia cardiaca em ambos os modelos e tempos. A
vitamina E atenuou a hipertrofia celular no modelo fisiolégico, porém sem efeito
sobre a massa do VE nesse modelo.

Avaliamos também a angiogénese, que parece ser indispensavel para a
manutencdo da fungdo cardiaca durante o desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca (Lundby et al., 2009, Oka et al., 2014). Considerando que as EROs
estdo envolvidas com muitos processos e estimulos a angiogénese, inclusive
levando a ativagdo de HIF-1a (Kim et al, 2013, Movafagh et al., 2015,
Weidinger et al., 2015), avaliamos o comportamento de genes diretamente
relacionados a angiogenese (HIF-1a e VEGF) no processo de hipertrofia
cardiaca e sua relagdo a vitamina E. Observamos que o0 exercicio promoveu 0
aumento da sinalizagdo angiogénica no VE, demonstrado pela expressao dos
gene HIF-1a e VEGF. Além disso, foi observado o aumento no numero de
capilares nos dois tempos analisados. A suplementagdo com vitamina E ndo sé
inibiu 0 aumento de expressao, observado no exercicio, como induziu uma
diminuicdo acentuada da expressao dos genes HIF-1a e VEGF. Além disso, o
VE dos animais EX+VIT apresentou menor numero de capilares. Esses dados

sugerem que a vitamina E pode atenuar o estimulo angiogénico.

Na hipertrofia cardiaca patoloégica estudos tém demonstrado que a fase
da hipertrofia compensada € caracterizada pela expressao de HIF-1a e VEGF e
aumento de vascularizacdo. No nosso estudo observamos que o aumento da
expressédo desses genes ocorreu apenas em 35 dias, e de forma similar nos
grupos TAC e TAC+VIT. Estudos recentes também tem observado pouco ou
nenhum aumento de expressao desses genes na fase inicial do modelo TAC
(Gogiraju et al., 2015, Moc et al., 2015).

A angiogénese e sua sinalizagdo sdo muito importantes para o

desenvolvimento e manutencéo da hipertrofia cardiaca. Nos observamos essa
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sinalizagdo nos dois modelos, mas de forma mais pronunciada no modelo
fisiolégico, como era esperado (Figura anexa 3). Destacamos que no presente
estudo, a vitamina E pareceu influenciar o estimulo angiogénico apenas no

modelo fisiologico.

Os microRNAs tém sido bastante estudados devido a sua capacidade de
regular a expressao génica de forma pds-transcricional. Dentre eles, o miR-21
se destaca por participar de processos importantes como angiogénese,
apoptose e inflamacgao. No contexto do exercicio, a participagdo do miR-21 néo
esta estabelecida. Estudos em humanos tem demonstrado o aumento nos
niveis circulantes do miR-21 apds o exercicio em atletas (Baggish et al., 2011,
Tonevitsky et al., 2013). No entanto, ha estudos em humanos e em modelo
animal de exercicio que nédo observaram alteragcdo na expressdo desse miR
(Fernandes et al., 2011, Martinelli et al., 2014, Mooren et al., 2014). Em nosso
estudo observamos um aumento da expressdo de miR-21 induzida pelo
exercicio e a supressdao desse aumento pela vitamina E. Ha evidéncias
indiretas que sugerem que as EROs ativem a expressao do miR-21 (Cheng et
al., 2009, Lee et al., 2014, Magenta et al., 2013). Desta forma, a atenuacédo das
EROs poderia também atenuar a expressdo de miR-21, como foi observado

nos animais que recebiam vitamina E.

Na hipertrofia cardiaca e IC o papel do miR-21 também permanece
controverso, embora a maioria dos estudos observe aumento de expressao
associado a hipertrofia cardiaca patologica (Cardin et al., 2012, Cheng et al.,
2007, Sayed et al., 2007, Tatsuguchi et al., 2007, Thum et al., 2008). No
presente estudo, observamos o aumento de expressdo do miR-21 no grupo
TAC. No entanto, o grupo TAC tratado com vitamina E n&o demonstrou esse
aumento de miR-21. Esse dado pode sugerir que a vitamina E ou seu efeito
antioxidante modulam a expressao de miR-21. Essa modulagdo do miR-21 n&o
foi capaz de diminuir a hipertrofia cardiaca, no entanto, ndo foi observada
fibrose significativa neste grupo. A associagdo do miR-21 com fibrose foi
demonstrada por Thum e cols. que encontraram o aumento de expressao de
miR-21 em fibroblastos de pacientes e modelos animais de IC. Esse aumento
de miR-21 foi associado a fibrose, hipertrofia e disfuncédo cardiaca secundaria
ao modelo TAC (Thum et al., 2008).
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De forma geral, o miR-21 tem sido envolvido com o desenvolvimento
cardiaco fetal e hipertrofia cardiaca fisiolégica e patolégica. Em nosso estudo,
observamos o aumento de expressdao do miR-21 nas duas formas de
hipertrofia, porém de forma mais acentuada nos animais TAC (Figura anexa
4A,B). Assim, o miR-21 parece participar do processo hipertrofico,
especialmente o patolégico. De forma consistente, a vitamina E bloqueou o
aumento de expressdo do miR-21 em ambos os modelos. No modelo
fisiologico essa inibicdo n&o parece ser favoravel, no entanto, no modelo
patoldgico esse bloqueio pode ter sido benéfico especialmente sobre o controle
da fibrose.

O miR-210 é destacado ser um alvo direto de HIF-1a, promovendo
angiogénese, porém estudos tém evidenciado sua importancia em processos
como apoptose e sobrevivéncia celular (Hu et al., 2010, Ivan et al., 2014).
Ainda, o miR-210 teve efeito citoprotetor, diminuindo a producdo de EROs
(Chan et al., 2009, Magenta et al., 2013, Mutharasan et al., 2011). Nosso
estudo é o primeiro a identificar o aumento do miR-210 na hipertrofia cardiaca
fisiologica. No entanto, esse aumento de miR-210 associado ao exercicio nao
foi observado nos animais suplementados com vitamina E. Ha uma evidéncia
indireta de que o analogo da vitamina E, Trolox, diminuiu a expressao de miR-
210 em cultura de células fibroticas (Hamama et al., 2014). Considerando a
importancia do miR-210 na angiogénese e sua relagcdo com o HIF-1a o
aumento de expressao no modelo fisiolégico parece apropriado e sua inibigdo
pode nao ser benéfica.

Nas doengas cardiovasculares o miR-210 tem demonstrado um papel
protetor aumentando a angiogénese e melhorando a fungdo cardiaca e
sobrevivéncia celular pés doengas isquémicas (Fasanaro et al., 2008, Hu et al.,
2010, Kim et al., 2012). Nosso estudo ndo observou aumento significativo do
miR-210 nos animais TAC. No entanto, os animais TAC+VIT apresentaram um
aumento bastante consistente na expressao do miR-210. Interessantemente, a
inibicdo da vitamina E sobre a expressdo do miR-210 vista no modelo
fisiologico foi também observada de forma bastante acentuada nos animais
SHAM+VIT. Enquanto os animais TAC+VIT apresentaram aumento de miR-
210. Esse dado demonstra que a expressdo do miR-210 nao foi apenas

influenciada pela vitamina E ou pelo modelo, mas por ambos.
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O miR-210 parece ter um efeito benéfico no sistema cardiovascular,
sobretudo promovendo a angiogénese. Nosso estudo observou o aumento de
expressdo do miR-210 apenas na hipertrofia fisiologica. Porém quando
comparamos os grupos EX e TAC observamos que a expressdo do miR-210
também estava aumentada nos animais TAC comparados ao grupo SED,
porém sem diferengca estatisticamente significativa em relagdo aos animais
SHAM. (Figura anexa 4E,F). Ja a vitamina E teve um efeito diferente em cada
modelo: no fisiolégico ela suprimiu o aumento de expressdo do miR-210
associado ao exercicio, enquanto no patolégico o miR-210 apresentou
expressao elevada. Assim, parece que a vitamina E teve um efeito benéfico

apenas no modelo patoldgico.

O miR-150 esta envolvido com a regulagdo da imunidade inata,
migracdo de mondcitos, inflamagcdo e apoptose (Davidson-Moncada et al,,
2010). Na patofisiologia cardiovascular este miR tem sido descrito como
protetor em doengas cardiacas e participante do desenvolvimento fetal
cardiaco (Devaux et al., 2013, Thum et al., 2007, van Rooij et al., 2006, Zidar et
al., 2011). No contexto do exercicio, o aumento do miR-150 foi associado a
hipertrofia cardiaca (Martinelli et al., 2014). Nosso estudo, também observou o
aumento desse miR associado ao exercicio, apenas na avaliacdo de 35 dias.
No entanto, esse aumento n&o foi observado nos animais exercitados
suplementados com vitamina E. Considerado a importancia dos processos que
esse mMIiR regula e seu aumento no grupo EX, a vitamina E pode estar
suprimindo adaptag¢des induzidas pelo exercicio.

O papel protetor em doengas cardiovasculares do miR-150 tém sido
evidenciado por varios estudos (Devaux et al., 2013, Liu et al., 2015, Liu et al.,
2015). A superexpressdo do miR-150 reduziu a area de infarto, apoptose e
inflamac&o apos o modelo de IAM (Liu et al., 2015). Além disso, camundongos
miR-150Tg apresentaram uma sobrevida 25% maior, além menor fibrose e
disfungao cardiaca apds a cirurgia TAC (Liu et al., 2015). De modo similar, o
nocaute génico de miR-150 foi associado apoptose, fibrose, disfun¢ao cardiaca
e menor sobrevida ap6s o modelo de IAM (Tang et al., 2015). Em nosso estudo
observamos uma tendéncia de aumento do miR-150 no grupo TAC em 7 dias,
mas apos 35 dias a expressdo desse miR estava reduzida. A vitamina E teve
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um efeito importante sobre o miR-150, sua expressdo estava diminuida tanto
animais SHAM+VIT, quanto nos TAC+VIT nos dois tempos avaliados.

Evidéncias indicam que o miR-150 tem papel protetor no coragéo,
atuando no sistema imune. Nessa linha, nosso estudo observou o aumento do
miR-150 apenas na hipertrofia cardiaca fisiologica em 35 dias (Figura anexa
4C,D). Enquanto na hipertrofia patologica o miR-150 estava diminuido também
em 35 dias, demonstrando assim que, esse miR apresenta um papel de
resposta mais tardio. De forma consistente, a vitamina E teve um efeito de
inibicdo do miR-150 similar nos dois modelos. Em ambos os modelos a

vitamina E parece nao ter um efeito benéfico.

O miR-26b ainda € pouco estudado na patofisiologia cardiovascular, no
entanto os estudos sugerem que esse miR esteja envolvido com apoptose,
angiogénese e hipertrofia (Ding et al., 2011). No presente estudo, foi observada
a diminuicdo de expressdo do miR-26b nos animais TAC e TAC+VIT
principalmente em 7 dias. Esse achado pode demonstrar que a participacédo do
miR-26b esta mais associada a instalagcado da hipertrofia cardiaca, do que com
sua manutengdo. Outros estudos também tém demonstrado menor expresséo
do miR-26b em modelos de hipertrofia cardiaca patologica (Han et al.,, 2012,
Zhang et al., 2013). Esses estudos utilizaram ainda a superexpressédo de miR-
26b para demonstrar sua importancia no processo de hipertrofia. Han e cols.
demonstrou in vivo que os camundongos miR-26bTg apresentavam menores
hipertrofia cardiaca, fibrose e expressdo de GATA4 apds a cirurgia TAC (Han
et al., 2012). GATA4 é uma proteina envolvida no desenvolvimento do coragéo
e da hipertrofia cardiaca, além de ser um alvo descrito do miR-26b. Zhang e
cols. demonstraram in vitro que a superexpressdao de miR-26b estava
associada a menor hipertrofia e reativagao fetal. Esses efeitos foram atribuidos
a menor expressdao de GSK3B, uma proteina envolvida no processo de
hipertrofia cardiaca (Zhang et al., 2013).

O miR-499 é um miR da familia dos miomiRs e parece ser um bom
biomarcador de dano cardiaco em humanos (Cheng et al., 2014). Nosso estudo
observou o aumento de expressdo do miR-499 associado a hipertrofia cardiaca
patoldgica, principalmente em 35 dias. Dados similares tém sido demonstrados
na literatura em modelos TAC, superexpresséo de Goq e IC (Matkovich et al.,
2012, Shieh et al., 2011). Por outro lado, a vitamina E inibiu a express&o do
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miR-499 tanto nos animais TAC+VIT quanto nos SHAM+VIT, demonstrando
um efeito indiferente a inducdo cirurgica. Considerando a associagao do miR-
499 com dano cardiaco a inibicdo do aumento de expressao parece ser
benéfico.

Cada miR tem a capacidade de regular muitos genes, assim como um
gene pode ser regulado por muitos miRs. Sendo assim, torna-se necessario
analisar essas variaveis em conjunto e observar em qual contexto bioldgico
estdo inseridas. A analise de predicdo de alvos dos miRs avaliados no modelo
fisiologico demonstrou a possivel participacdo das seguintes vias de
sinalizacdo: MAPK, Wnt, Neurotrofina, Adesdo Focal, Regulagcdo do
citoesqueleto de actina, Interagdo de citocinas. Essas vias de sinalizagao estao
bastante envolvidas no processo de hipertrofia e nas adaptacdes
desencadeadas por ela, demonstrando que as alteragdes na expressdo dos
miRs encontrados nesse modelo podem estar influenciando nesses
mecanismos (Bernardo et al., 2010, Drozdov et al., 2010). De forma similar, a
predicdo de alvos dos miRs avaliados no modelo patolégico demonstrou a
possivel participacdo das vias de sinalizacdo: MAPK, Wnt, mTOR, PI3k/Akt,
TNF, FoxO, Adesdo Focal, HIF-1, Insulina, Jak/STAT e Regulagdo do
citoesqueleto de actina. A ativagdo de algumas dessas vias de sinalizag&o
compde o processo hipertrofico e angiogénico, outras participam das
adaptacdes desse processo (Bernardo et al., 2010). Novamente, a participagéo
dos miRs avaliados em nosso no processo de hipertrofia cardiaca é
biologicamente plausivel .

A producdo de EROs no corpo humano é fisiologica e essas
desempenham diversos papéis como a defesa a microorganismos, participagéo
no metabolismo de aminoacidos e controle de rotas de sinalizagcado. Ainda, os
sistemas antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos sdo responsaveis por
controlar a producdo das EROs e evitar danos aos tecidos. O exercicio tem o
potencial de aumentar a produgédo de EROs, e por este motivo alguns estudos
utilizaram antioxidantes com o objetivo de atenuar as EROs e promover melhor
performance no exercicio. No presente estudo utilizamos a vitamina E como
antioxidante para atenuar as EROs durante o desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca fisiolégica. Nosso protocolo de exercicio, por ser voluntario, n&o

produziu aumento em marcadores de dano oxidativo ou alteragdo nas enzimas
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antioxidantes (Figura anexa 5). A vitamina E néo influenciou os marcadores de
dano, mas foi observada maior atividade da enzima catalase em 35 dias

(Figura anexa 5F).

Na hipertrofia cardiaca patologica e progressdo para IC ocorre um
aumento de EROs, que participam nos processos de disfungcdo contratil,
desregulagdo de calcio, morte celular, fibrose, arritmia e no processo
hipertréfico de cardiomidcitos. Estudos experimentais de hipertrofia patologica
tém demonstrado que o uso de antioxidantes esta associado a reducdo de
fibrose, apoptose, dano oxidativo, hipertrofia cardiaca e/ou progresséo para
insuficiéncia cardiaca (Gupta et al, 2014, Qin et al., 2010). Novamente
utilizamos a vitamina E para atenuar as EROs durante o desenvolvimento de
hipertrofia cardiaca patoldgica induzido por bandeamento adrtico. O modelo
TAC induziu aumento do marcador de dano a proteinas e a vitamina E foi
capaz de suprimir esse aumento nos animais TAC+VIT.

Analisando os dados conjuntamente, o marcador de dano a proteinas
carbonil demonstrou maiores valores no modelo patolégico, enquanto o
potencial antioxidante total (FRAP) foi maior no modelo fisioldgico (Figura
anexa 6).

De forma geral, parece que as EROs participam do processo de HC de
forma concentragdo-dependente, onde baixos niveis s&o adaptativos e
necessarios enquanto altos niveis sao deletérios. Isso foi demonstrado nos
modelos de hipertrofia cardiaca fisioldgica e patologica. A suplementagdo com
vitamina E n&o mostrou associagdo com a melhora na capacidade para o
exercicio e ainda bloqueou uma série de adaptagdes observadas na hipertrofia
cardiaca fisiolégica. Esses efeitos ndo estiveram associados a alteragbes
significativas no fendtipo final da hipertrofia cardiaca fisiolégica. No modelo
patologico, a vitamina E reduziu a fibrose e o dano oxidativo, além de alterar a
expressdo de miR descritos no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca
patologica. No entanto, novamente esse efeito ndo foi suficiente para reduzir a

hipertrofia cardiaca.
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8. CONCLUSOES

No modelo de hipertrofia cardiaca fisiologica

A suplementagcdo com vitamina E diminuiu a magnitude da hipertrofia
celular, a sinalizagdo angiogénica e o numero de capilares na avaliagao
inicial do desenvolvimento da hipertrofia cardiaca fisiologica. No entanto,
essas alteragcdes nao influenciaram o fendtipo final da hipertrofia cardiaca

fisioloégica ou a capacidade para o exercicio desses animais.

O desenvolvimento da hipertrofia cardiaca fisiologica foi acompanhado pelo
aumento de expressao dos miR-21, -150 e -210. Esses miRs parecem
regular proteinas e rotas de sinalizagdo importantes no contexto da
hipertrofia cardiaca. No entanto, a suplementacdo com vitamina E bloqueou
o0 aumento de expressao desses miRs.

No modelo de hipertrofia cardiaca patologica

A suplementagdo com vitamina E diminuiu a fibrose e o dano a proteinas,
no entanto, n&o foi capaz de diminuir a hipertrofia cardiaca patologica.

O desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patologica foi acompanhado pela
expressao diferencial dos miR-21, -26b, -150, -210 e -499. Esses miRs
parecem regular proteinas e rotas de sinalizagdo importantes no contexto
da hipertrofia cardiaca. No entanto, a suplementagdo com vitamina E
bloqueou 0 aumento de expressédo dos miR-21 e -499 e induziu 0 aumento
de expressao do miR-210.

A magnitude da hipertrofia cardiaca, assim como o dano a proteinas foram
maiores no modelo patoldgico, enquanto a sinalizagdo angiogénica e o
potencial antioxidante foram maiores no modelo fisiologico. Os miR-21 e -
210 parecem participar do processo hipertrofico independente do estimulo.
Por outro lado, o miR-150 parece participar apenas modelo fisiolégico
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9. PERSPECTIVAS

Avaliagbes histologicas de hipertrofia celular, angiogénese no modelo
patolégico e fibrose no fisiolégico estdo em andamento. De posse desses
dados, devemos proceder com a submissdo do manuscrito de comparacao
entre os modelos de hipertrofia cardiaca fisiologica e patologica. Além disso,
pretendemos realizar uma analise de sobrevida em um novo lote de animais,
para verificar se as alteragdes observadas no grupo TAC+VIT se traduzirdo em
maior sobrevida desses animais.
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MATERIAL SUPLEMENTAR ARTIGO 1

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Methods

Model of Physiological Hypertrophy — Physiological hypertrophy was induced
by a standard protocol of voluntary exercise for 35 days, as previously
described ™. In brief, animals were placed in cages with metal training wheels
(with diameters of 12 cm) where they could perform voluntary exercise. EX and
EX+VIT mice were allowed free access to the wheel 24 h/day. Total exercise
time, distance, and average speed were monitored daily by odometers installed
in each cage (Cateye, JP). These measures were reviewed and recorded by a
blind investigator every day during the protocol. SED and SED+VIT mice were
housed in standard cages without training wheels.

Maximal Exercise Test — Individual maximal exercise capacity was performed
using a rodent treadmill without inclination (Space Saver TreadmillH, US) as
previously described 2 °. Briefly, mice were familiarized with the treadmill for 5
minutes. For tests, the treadmill was set at initial speed of 15 m/min and was
increase by 3 m/min every 2 minutes until 45 m/min or exhaustion. Time was
recorded and then converted to distance. Blind researchers performed exercise
tests.

Euthanasia protocol — For acute and chronic evaluations, animals were
euthanized in equal number at two moments: 7 and 35 days after the start of
protocol. The mice were anesthetized with a mixture of ketamine and xylazine
(100mg/kg and 10mg/kg respectively). The animals were weighted and had the
heart quickly removed and left ventricle (LV) was isolated. Medial LV was fixed
in 10% buffered formalin, apical and basal LV regions are divided and
separated in RNA later (Qiagen, US) or snap-frozen in liquid nitrogen and both
were store at -80°C until molecular analyses. Cardiac hypertrophy was
determined as the ratio between LV weight and body weight (LVW/BW).

Histological and immunohistochemistry analyses — In order to examine the
cellular hypertrophy, LV samples were formalin-fixed, embedded with paraffin,
sectioned at 4 um thickness and hematoxylin and eosin stained °. Ten random
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microscopic fields were photographed using Q Capture Pro Software v.5.1.1.14
at 400-fold magnification (Q Imaging Co., CA). Only transversal cut myocyte
with central nucleus were measures and the cross-section area was determined
by numbers of pixels using Adobe Photoshop CS2 v.9.0 software (Adobe
Systems Incorporated, US). A minimum of 53 and a maximum of 100 cells were
analyzed from each heart (n=5 per group). Data will be presented as a

percentage in relation to the SED group in each time.

In order to estimate angiogenesis, the sections were incubated with rat anti-
mouse CD31 (PECAM-1) monoclonal antibody (BD Pharmingen, US; material
code 550274) followed by incubation with the anti-rat antibody (Sigma-Aldrich,
US; material code B7139). To development of the chromogen reaction, the
sections were incubated with streptavidin-HRP (Dako, DK) followed by
incubation with 3,3 diaminobenzidine (DAB; Biocare Medical, US). Negative
controls were incubated with TBS buffer. The vessels were quantified by
manual counting under light microscopy. Capillary density was determined by
counting capillaries obtained in 10 random microscopic fields for each mouse
(n=5 per group). Only small capillaries near to cardiomyocytes were counted,
medium and large vessels or arteriole were disregarded . Data will be
presented as a percentage in relation to the SED group in each time.

Blinded investigator measured histological parameters.

Molecular analyses

RNA extraction — Total RNA and miRs were isolated from 30 mg of LV using
miRNeasy mini kit (Qiagen, US), according to the manufacturer’s instructions.
After extraction, 50 pM of synthetic microRNA-39 from Caenorhabditis elegans
(cel-miR-39, Qiagen, US) was added to each sample as a standard control for
quantitative real time PCR (qRT-PCR), as previously recommended and
validated  °. Concentration of RNA samples was assessed using the
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, US).

Quantitative Real Time PCR (QRT-PCR) — qRT-PCR was conducted for miRs
that had been previously described to be involved in cardiac hypertrophy (miR-
21) and angiogenesis (miR-210). Additionally, we investigated miR-150 that
was significantly altered in other study in our research group % The reverse
transcription (RT) reactions were run in a Veriti 96-Well Thermal Cycler with a
miR Reverse Transcription Kit, according to the manufacturer’s instructions
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(Applied Biosystems Inc., US). MiR-39, -21, -150, -210 qRT-PCR reactions
were run in triplicate using the TagMan miR Expression Assays probes (assays
number TM000200, TM000397, TM000473, TM000512, respectively) in a 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Inc., US).

Gene expression was measured for genes that are responsible for
angiogenesis, namely HIF-1a and VEGF (assays number Mm01283760_m1*
and MmO01281449 m1*, respectively). First-strand cDNA samples were
synthesized from total RNA using a High Capacity cDNA Reverse Transcription
kit run in a Veriti 96-Well Thermal Cycler, according to the manufacturer's
instructions (Applied Biosystems Inc., US). gqRT-PCR were performed in 7500
Real-Time PCR System, using Tagman gene expression assays (Applied
Biosystems Inc, US), following the manufacturer’s instructions. Gene
expressions were normalized for glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
gene (GAPDH; assay number 4352339E).

The relative expression of each miR and gene was calculated with the
comparative threshold cycle (272%“Y) method ™. All qRT-PCR data were use

SED group as reference group.

Computational prediction and functional annotation of miR targets -
Target prediction analysis was carried out with TargetScan (release 6.2,
accessed March 2015) " to identify genes potentially modulated by the activity
of miRs of interest. Additionally, experimentally validated miR targets were
retrieved from miRTarBase (release 4.5, accessed March 2015) "2, which
contains a large collection of miR-target interactions validated in functional
studies of miRs. Next, gene-annotation enrichment analysis was performed for
the list of putative target genes collected from both resources. Enrichment for
pathways maps from the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
' was investigated with DAVID (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery) resource v6.7 ¥, using the ‘functional annotation chart

tool with default parameters.

Statistical analysis — Data are expressed as mean and standard error.
Student’s t-test was used for comparison between EX and EX+VIT groups on
exercise measurements. For exercise capacity test was performed repeated
measures ANOVA followed by Bonferroni correction. Comparisons among
groups were performed by using ANOVA followed by Tukey post-hoc or
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Kruskal-Wallis followed by Dunn's post-hoc as appropriated. The level of
significance was set at 5%. The softwares used for analysis of the data were
SPSS version 17 and Prism 5 (GraphPad Software Inc., US). Significance for
KEGG pathways enrichment was estimated with DAVID’s EASE score ',
computed based on a modified Fisher's exact test, and adjusted with Benjamini
multiple testing correction. Pathways with a minimum count of 2 query genes

and a p-value < 0.1 were considered enriched for miR targets.
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Supplementary Figures

Figure S1. Venn Diagram depicting the exact number of target genes shared
among different miRs. As we may observe, none of the predicted targets is
shared by all threes miRs and few genes are targeted by two or more miRs.

Table S1. List of predicted and experimentally validated targets for miR-150,
miR-21 and miR-210. Predicted targets were obtained with TargetScan
algorithm and experimentally verified targets were retrieved from miRTarBase.
(XLSX)

Table S2. Pathway enrichment analysis performed with DAVID resource for the
list of putative target genes found for our group of miRs. P-values were
determined by DAVID’s EASE score, a modified Fisher’s exact test, followed by
Benjamini multiple test correction. All pathways with p-value < 0.1 are shown in
the table (DAVID default cutoff). Pathways with adjusted p-value < 0.05 are
shown in boldface. (XLSX)
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MATERIAL SUPLEMENTAR ARTIGO 2
SUPPLEMENTARY MATERIAL
Table S1. Mice data for heart and body weight.
Table S2. List of predicted and experimentally validated targets for miR-21, miR-26b,
miR-150, miR-210 and miR-499. Predicted targets were obtained with TargetScan
algorithm and experimentally verified targets were retrieved from miRTarBase.

(XLSX)

Table S3. Pathway enrichment analysis performed with the clusterProfiler R package
and annotation terms from KEGG database. (XLSX)

Figure S1. Bioinformatics analyses Top 30 KEGG pathways enriched for the
genes targeted by miR-21, -210, -150, 26b and -499.
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7 days 35 days

SHAM TAC SHAM+VIT | TACHVIT SHAM TAC SHAM+VIT | TACHVIT

BW (g) 27 +0.6 26 +0.4 27£0.9 28+0.6 28+0.6 28+05 31£06  32%07°*

HW (mg) 124+ 3 142+3° 19+4 146+6° 133+ 3 175+7° 141+3 177+ 5°

LV (mg) 87 +2 104 +2° 84+3 107+5° 952 131+5° 102+ 3 133+ 4°

RV (mg) 24+07 22+07 22+13 23 +1.1 25+0.8 25+1.0 2406 25+0.7
HW/BW (mg/g)  4.6+0.05 54+009° 45+01 52%02° 47+005 62+03° 46+009 56+02°
LVW/BW (mg/g) 3.2+0.04 39%007° 31%008 3.8£02° 33+004 46+02° 333005 42+02°
LVW/TL (mg/mm) 53+01  65+01% 50+02 64£03° 59+01 7.9+02° 59+02 7.8+03"

BW — body weight; HW — heart weight; LV — left ventricle; RV — right ventricle; TL — tibial length. Values are
means + SEM; N per group= 11 — 17 mice on each time; * p<0.05 comparing TAC and TAC+VIT groups on
each time; ® p<0.05 comparing SHAM and TAC groups on each time; b p<0.05 comparing SHAM+VIT and
TAC+VIT groups on each time.



FIGURE S1
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FIGURAS ANEXAS DA DISCUSSAO

Figura Anexa 1 — Design experimental simplificado.

Figura Anexa 2 — Comparacao de hipertrofia do VE entre os modelos fisiolégico e
patologico em 7 e 35 dias. Valores da razdo do peso do VE/peso corporal comparados
por ANOVA seguido de Tukey post-hoc e apresentados com média £ erro padrao; N por
grupo 12-17 em cada tempo; *p< 0,05; **p<0,001; SED animais sedentarios; EX animais
exercitados; TAC animais com bandeamento aodrtico.

Figura Anexa 3 — Comparagao de expressao relativa de genes angiogénicos. A,B
expressao do gene HIF-1a em 7 e 35 dias, respectivamente C,D expressdo do gene
VEGF em 7 e 35 dias, respectivamente; Dados normalizados para o gene GAPDH,
utilizando com o grupo controle SED; Valores de expressao relativa comparados por
ANOVA seguido de Tukey post-hoc e apresentados com média + erro padrdo; N por
grupo 12-17 em cada tempo; *p< 0,05; **p<0,001; SED animais sedentarios; EX animais
exercitados; TAC animais com bandeamento adrtico.

Figura Anexa 4 — Comparacgao de expressao relativa de microRNAs. A,B expressao
do miR-21 em 7 e 35 dias, respectivamente C,D expressdao do miR-150 em 7 e 35 dias,
respectivamente; E,F expressdo do miR-210 em 7 e 35 dias, respectivamente. Dados
normalizados para o cel-miR-39, utilizando com grupo o controle SED; Valores de
expressao relativa comparados por ANOVA seguido de Tukey post-hoc e apresentados
com média % erro padrao; N por grupo 12-17 em cada tempo; *p< 0,05; **p<0,001; SED
animais sedentarios; EX animais exercitados; TAC animais com bandeamento adrtico.
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Figura Anexa 1
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Figura Anexa 2
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Figura Anexa 3
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Figura Anexa 4
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35 dias

7 dias

Figura Anexa 5
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Figura Anexa 6
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