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RESUMO
A hipertrofia cardiaca € uma adaptagao do coragao frente a estimulos de crescimento,
sejam eles patoldgicos e irreversiveis como a sobrecarga de pressao ou de volume, ou
fisiologicos e reversiveis como a gravidez e o exercicio fisico. A hipertrofia derivada de
estimulos patologicos € conhecida como mal adaptativa enquanto que a hipertrofia
proveniente de estimulos ditos fisiologicos € conhecida como benéfica ou adaptativa.
Embora ambas hipertrofias tenham fatores em comum no que diz respeito ao
crescimento do cardiomiocito e adaptagdes moleculares, elas acabam divergindo para
desfechos completamente diferentes. A hipertrofia patolégica evolui para um quadro de
disfungédo cardiaca ao passo que a hipertrofia fisiologica ndo acarreta nenhum dano
funcional ao miocardio. Essa linha ténue entre um fendtipo e outro envolve mecanismos
celulares complexos que ainda precisam ser esclarecidos. Dentro deste cenario, os
microRNAs aparecem como reguladores de diversos processos celulares, e tém sido
associados ao crescimento miocardico. Portanto, nosso objetivo foi comparar o padrao
de expressao de microRNAs entre os modelos de hipertrofia fisioldgica, induzido por
natacao (SWIM), e o modelo de hipertrofia patolégica, induzida por bandeamento adértico
transtoracico (TAC). As analises foram realizadas apés 28 dias para o modelo de
natacao, e 35 dias para o modelo de TAC. A comparacao foi realizada através da técnica
de microarranjo de microRNAs (Affymetrix). Interessantemente, apenas 20 microRNAs
apresentaram niveis de expressao distinta entre os dois modelos de hipertrofia. Destes,
12 microRNAs apresentaram aumento de expressao (miR-193a-3p, miR-299a-5p, miR-
127-5p, miR-214-5p, miR-188-5p, miR-326-3p, miR-6395, miR-547-3p, miR-199a-5p,

miR-381-3p, miR-223-3p e miR-199b-5p) e 8 estavam com seus niveis diminuidos (miR-
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708-5p, miR-30c-1-3p, miR-22-5p, miR-6921-5p, miR-30a-3p, miR-30e-3p, miR-27a-5p
and miR-6975-5p) no grupo TAC em relagdo ao grupo SWIM. Além disso, apenas 3
microRNAs, miR-21a-5p, miR-206-3p e miR-1983, apresentaram aumento de expressao
tanto no grupo TAC quanto no grupo SWIM em comparagdo aos grupos SHAM e
Sedentario, respectivamente. Apods isso, foi realizada uma busca por possiveis alvos
destes microRNAs na base de dados KEGG Pathway que identificou 4 rotas enriquecidas
(665 genes) entre os alvos dos microRNAs reduzidos, e 80 rotas (3394 genes)
fortemente associadas aos microRNAs que estavam aumentados no grupo TAC
comparado ao SWIM. Conclui-se que existem microRNAs especificos para o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca fisiolégica, bem como patolégica conforme os
dados obtidos na analise de microarranjo. Além disso, os possiveis alvos destes
microRNAs parecem estar envolvidos em rotas bastante envolvidas no crescimento

celular, sobrevivéncia e adaptacao cardiaca.

PALAVRAS CHAVE: Hipertrofia Cardiaca; MicroRNAs; Exercicio; Bandeamento Aortico
Transtoracico.
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ABSTRACT
Cardiac hypertrophy is a heart adaptation in response to growth stimuli whether
pathological and irreversible such as pressure overload or physiological and reversible
as pregnancy and exercise. Hypertrophy because of pathological stimuli is known as mal
adaptive while the one that comes from physiological triggers is known as beneficial or
adaptive. Although both have similarities about cardiomyocyte growth and molecular
adaptations, they diverge to distinct outcomes. The pathological hypertrophy evolves to
a pattern of cardiac dysfunction while the physiological one does not cause any damage
to the heart. This tenuous line between those phenotypes involves complex cellular
mechanisms that need to be clarified. In this context, microRNAs are considered as
regulators of many biological processes, and have been associated to myocardial growth.
Therefore, our aim was to compare microRNA expression between physiological (swim-
induced) and pathological (TAC-induced) hypertrophy. The analysis was performed after
28 days for SWIM protocol and 35 days for TAC model. The comparison was done using
microRNA microarray technology (Affymetrix). Interestingly, only 20 microRNAs were
differential expressed between both models. Out of those, 12 were up regulated (miR-
193a-3p, miR-299a-5p, miR-127-5p, miR-214-5p, miR-188-5p, miR-326-3p, miR-6395,
miR-547-3p, miR-199a-5p, miR-381-3p, MiR-223-3p and miR-199b-5p) while 8 were
down regulated in TAC group compared to SWIM group. Besides, only 3 microRNAs,
miR-21a-5p, MmiR-206-3p and miR-1983, were upregulated in TAC and SWIM model
compared to SHAM and SED groups. After that, a search at KEGG Pathway database
retrieved 4 pathways (665 genes) enriched with targets from microRNAs downregulated

and 80 pathways (3394 genes) enriched with targets from up-regulated microRNAs in in
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TAC group compared to SWIM group. In conclusion, there are microRNAs specific
committed to the physiological cardiac hypertrophy development as well to the
pathological cardiac growth as observed in our microarray data. Furthermore, the
possible targets of those microRNAs could be involved in pathways associated with

cellular growth, survival and cardiac adaptation.

KEYWORDS: Cardiac Hypertrophy; MicroRNAs; Exercise; Transverse Aortic

Constriction;
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APRESENTAGAO

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

* Parte I: Introdugao e Objetivos

* Parte ll: Resultados apresentados na forma de artigos cientificos em substituicao
as secodes de Material e Métodos e Resultados;

* Parte lll: Discussao, Conclusodes e Perspectivas;

» Anexos: Materiais suplementares aos artigos e produgdo complementar da
aluna.
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INTRODUGCAO

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 sobrecarga
hemodindmica, de pressao ou de volume impostas ao coragdo. Diversos estimulos
mecanicos e neuro-humorais tém sido implicados, e diversas moléculas e rotas de
sinalizacdo interdependentes estdo associadas ao desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca (Kong, Bodyak et al. 2005, Carreno, Apablaza et al. 2006, Gupta, Das et al.

2007, Hou and Kang 2012).

A hipertrofia cardiaca € um dos mais importantes marcadores de morbidade e
mortalidade por doencgas cardiovasculares. Em portadores de hipertensao arterial ou de
outras miocardiopatias, a presenca de hipertrofia cardiaca constitui também importante
fator de risco para morte subita. Tendo em vista que a hipertrofia esta associada a uma
série de condigcbes patologicas que afetam o aparelho cardiovascular, algumas delas
com elevada prevaléncia na populagdo, como a hipertensédo arterial, existe grande
interesse no estudo de mecanismos celulares e subcelulares que controlam a expressao
de genes que irdo determinar o aumento da massa cardiaca em resposta a sobrecarga

de trabalho (Gupta, Das et al. 2007, Hou and Kang 2012).

A teoria que melhor explica os padrbes de hipertrofia postula que a resposta
ventricular ocorre no sentido de manter o estresse parietal relativamente constante, e o
volume sistdlico adequado. A hipertrofia pode ser dividida em dois tipos principais
conhecidas como hipertrofia excéntrica e hipertrofia concéntrica. A hipertrofia excéntrica

tem como estimulo inicial uma sobrecarga de volume e € caracterizada por apresentar
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uma parede cardiaca delgada e dilatagdo ventricular (aumentando o didmetro da
camara), onde ocorre a adigdo dos sarcomeros em série. A hipertrofia concéntrica &
causada, geralmente, por uma sobrecarga de pressao, que leva a um espessamento da
parede ventricular e gera a deposigcdo de novos sarcOmeros; porém, nao ocorrem

mudangas no raio do ventriculo (Gupta, Das et al. 2007, Hou and Kang 2012).

A hipertrofia cardiaca também pode ser classificada como hipertrofia fisiologica e
patologica. Recentemente, varios estudos tém tentado demonstrar as diferencas
bioquimicas e moleculares entre as hipertrofias fisiologica e patologica (Figura 1). De
maneira geral, estimulos neuro-humorais que resultam na ativagao da proteina G através
dos receptores Gaq estdo associados a hipertrofia patoldégica e progressdo para
insuficiéncia cardiaca (IC) (Carreno, Apablaza et al. 2006, Dorn 2007, Traynham,
Cannavo et al. 2015). Por outro lado, a ativagdo de fatores de crescimento, que
estimulam a ativagdo da proteina quinase Akt e fosfoinositol-3-quinase (PI3K), estado
implicados em um crescimento fisiologico ou adaptativo (McMullen, Shioi et al. 2003,
Carreno, Apablaza et al. 2006, Lewartowski and Mackiewicz 2006, Dorn 2007, Aoyagi
and Matsui 2011). A elucidagdo de cascatas de sinalizagdo que podem ter papéis
distintos nestas duas formas de hipertrofia € critica para o desenvolvimento de
estratégias mais eficientes para o tratamento da IC. Desta forma, intervencdes
facilitadoras do processo que permite que o coragdo aumente em resposta a estimulos
fisiolégicos, enquanto mantém fungdo normal ou aumentada, seriam estratégias

terapéuticas potenciais (McMullen, Shioi et al. 2003).
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4 Oxidagdo de acidos graxos
Estresse oxidativo

Inflamagdo
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Hipertrofia = Estreitamento de parede
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Figura 1 Diferencas entre hipertrofia patolégica e fisiolégica.

Inicialmente, o coragéo sofre uma hipertrofia compensatéria, sem alteragédo de fungdo. Com o passar do tempo, esta hipertrofia pode
evoluir para uma forma fisiologica (derivada de exercicio e gravidez, por exemplo), ou se encaminhar para um fenétipo patologico
com marcada queda de fungéo cardiaca e dilatagdo das camaras.

Hipertrofia Cardiaca Fisiolégica

Os beneficios do exercicio fisico tais como controle da pressao arterial, melhora
do painel lipidico e aumento da sensibilidade a insulina sdo conhecidos amplamente,
tanto que as sociedades americana e europeia recomendam um minimo de 150 minutos
de exercicio moderado semanalmente para individuos adultos (Boule, Haddad et al.
2001, Kelley, Kelley et al. 2004, Pescatello, Franklin et al. 2004, Eckel, Jakicic et al.
2014). Além dos beneficios cardiacos diretos, o exercicio melhora a autoconfianga,
aumenta a longevidade e tem sido considerado como antidepressivo (Lauer, Levy et al.

1992, Boule, Haddad et al. 2001, Lavie, Arena et al. 2015).
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O exercicio fisico € um estimulo ja conhecido para o desenvolvimento de
hipertrofia ventricular esquerda. As alteragbes estruturais, resultantes do treinamento
fisico, dependem da natureza, duragdo e intensidade do exercicio. As diversas
modalidades esportivas tém sido classificadas, fundamentalmente, em dois grandes
grupos: esportes de resisténcia, nos quais predominam as formas isotbnicas ou
dindmicas de exercicio, e esportes de forca, nos quais predominam as formas
isométricas ou estaticas de exercicio (Kovacs and Baggish 2016) (Figura 2). Os esportes
caracterizados como isoténicos incluem corridas de longa distancia, ciclismo e futebol
estimulam um remodelamento cardiaco marcado por dilatagédo bi ventricular e bi atrial e
melhoramento da fungéo diastdlica do ventriculo esquerdo. Em contraste, um estresse
isométrico, como visto no levantamento de peso (musculagdo) e artes marciais, gera
uma adaptagédo confinada ao ventriculo esquerdo tipicamente associada a um grau
meédio de hipertrofia concéntrica e um grau relativo de piora da fungdo diastdlica
ventricular esquerda (Kovacs and Baggish 2016). Entretanto, raramente o
condicionamento atlético € puramente isotonico ou isométrico, e a maioria das atividades
fisicas envolve um componente dindmico e estatico, embora com predominio de um
deles. A hipertrofia induzida pelo treinamento fisico € estimulada por estressores de
volume e pressao dependentes do exercicio fisico e sua intensidade, o que resulta em
aumento de massa muscular em resposta a sobrecarga de trabalho (Baggish and Wood
2011). Esta hipertrofia € um mecanismo fisiologico compensatoério, reversivel,
caracterizado principalmente pelo aumento do comprimento e didmetro dos

cardiomiocitos, desta forma sendo responsavel pela manutencdo da tensao na parede
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ventricular em niveis fisioloégicos (Baggish and Wood 2011, Kim and Baggish 2015,

Kovacs and Baggish 2016).

o9

Andar de bicicleta

m—

Descanso

Levantamento de peso Descanso

Figura 2 Adaptacao cardiaca frente a diferentes tipos exercicios.

O estresse isotdnico como andar de bicicleta (setas verdes) causa uma sobrecarga de volume e pode levar a dilatagéo das camaras.
Um estresse isométrico como levantamento de peso (setas amarelas) causa uma sobrecarga de presséo e hipertrofia das camaras.
Estas mudancgas sédo reversiveis uma vez que o descanso reverte as mudangas causadas pelo exercicio na estrutura cardiaca.
Adaptado de (Kovacs and Baggish 2016).

Durante o exercicio fisico, o sistema cardiovascular tem como objetivo principal
fornecer substratos risco em energia para os musculos em contragédo (glicose, acido
graxo e oxigénio) e devolver os produtos do metabolismo destes substratos para os
orgaos responsaveis pela sua depuragdo do organismo. Todo esse processo €
acompanhado por um aumento do débito cardiaco associado ao aumento da frequéncia

cardiaca e do volume sistélico, e vasodilatagdo arterial periférica (Baggish and Wood

2011).
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De maneira geral os atletas apresentam um aumento entre 10% e 20% do
espessamento das paredes ventriculares esquerda e direita e um aumento de 10-15%
no tamanho de ambas cavidades ventriculares quando comparados com individuos de
idade e tamanho corporal similar. Em termos absolutos, a espessura da parede
ventricular esquerda em atletas esta dentro da variagao normal aceita para a populagao
sedentaria que € de 8-12mm (Luijkx, Cramer et al. 2012). No que diz respeito ao tamanho
das cavidades ventriculares, até 50% dos atletas, homens, estdo acima dos limites
superiores preditos. Por exemplo, um estudo com 1300 atletas olimpicos italianos
mostrou que 45% deles tinha cavidade ventricular esquerda maior que os limites
superiores € 14% deles tinham uma cavidade maior que 60mm o que € condizente com

cardiomiopatia dilatada (Pelliccia, Culasso et al. 1999).

No eletrocardiograma de um atleta os padrdes comuns encontrados sao
relacionados ao alto tdnus vagal e os que refletem aumento de camaras. Os achados
mais comuns sao bradicardia sinusal, arritmia sinusal, bloqueio de primeiro grau de ramo
direito (AV) e critérios de que definem hipertrofia ventricular esquerda e direita
dependente de voltagem (Sharma, Merghani et al. 2015). Esses padrdes apresentados
pelo coracdao de um atleta podem ser influenciados por idade, sexo, etnia e tipo de
exercicio. Torna-se importante salientar que um diagndstico errbneo de um coragao de
atleta, ou hipertrofia fisiologica, em um individuo com cardiomiopatia pode colocar em

risco a vida dessa pessoa.

No entanto, controvérsias ainda persistem sobre seu real significado. Especula-
se se este tipo de hipertrofia trata-se de um processo puramente fisioldgico (hipertrofia

compensatoéria ou adaptativa), necessaria para manter uma 6tima performance cardiaca
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em condigdes de sobrecarga circulatéria aumentada, ou, ainda, envolveria o potencial
de induzir, a longo prazo, alteragdes patoldgicas, relacionadas a estrutura miocardica e
ao comprometimento do desempenho cardiaco (Eto, Yonekura et al. 2000, Catalucci,
Latronico et al. 2008). Para tanto, sdo necessarios mais estudos que visem o melhor
entendimento dos mecanismos que distinguem a hipertrofia cardiaca fisiologica da
patologica.
Hipertrofia Cardiaca Patologica

A diferenciacéo entre uma hipertrofia fisiologica e uma patoldgica requer o uso de
multiplos testes investigativos que incluem eletrocardiograma, ecocardiograma, teste de
resisténcia cardiovascular associada a ecocardiografia, ressonéncia magnética, testes
genéticos, entre outros. A presenga de depressdo do segmento ST em qualquer
derivagao, inversdo da onda T nas derivagdes laterais, ondas Q patologicas (Q/R 0.25),
bloqueio de ramo esquerdo no eletrocardiograma s&o bastante sugestivos de
cardiomiopatia, assim como indices anormais de fungao diastdlica e sistélica, mobilidade
de paredes anormais, presenga de arritmias complexas entre outros fatores (Corrado,
Pelliccia et al. 2010, Sheikh, Papadakis et al. 2014, Sharma, Merghani et al. 2015).
Clinicamente, a hipertrofia cardiaca patolégica € observada em pacientes com
hipertensdo n&o controlada, infarto do miocardio e estenose adrtica. Nos seus estados
mais avangados caracteriza-se por disfuncao contratil, fibrose intersticial e expresséo de
genes cardiacos fetais como o peptideo atrial natriurético e beta miosina de cadeia

pesada (Mann, Bogaev et al. 2010, Shah and Solomon 2010).

A hipertrofia miocardica patoldgica temporariamente preserva a fungéo cardiaca

e reduz o estresse de parede, porém quando a hipertrofia se estabelece por muito tempo,
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ela torna-se um fator preditor para arritmias e morte subita bem como de miocardiopatia
dilatada e insuficiéncia cardiaca (Drazner, Rame et al. 2004, de Simone, Gottdiener et
al. 2008, Stevens, Reinier et al. 2013). A insuficiéncia cardiaca é uma das mais
frequentes causa de morte e hospitalizagbes em paises desenvolvidos, e representa a
via final de varios estimulos patoldgicos, muitos deles resultando em hipertrofia cardiaca
mal adaptativa (Jessup and Brozena 2003). Na hipertrofia patolégica, o desenvolvimento
da hipertrofia, e sua posterior progresséao para IC, resulta de multiplos fatores incluindo
alteragdes na expressao génica, fatores humorais, apoptose, déficit no metabolismo
energeético, arritmias, disfungédo vascular, bem como deposigdo anormal de colageno e
niveis de fibronectina que, somados, comprometem tanto a funcéo sistdlica quanto a

diastdlica cardiaca (Gupta, Das et al. 2007).

A resposta hipertrofica das células musculares cardiacas tem sido estudada
extensamente; porém, os elos intermediarios entre a condigdo que induz a hipertrofia e
os eventos bioquimicos que aumentam a produgado de RNA (transcrigdo) e a biossintese
proteica (tradugdo) ndo estéo suficientemente elucidados. De forma simplista, pode-se
considerar que os complexos eventos que levam a hipertrofia fazem parte de uma
cascata sequencial que inclui sinais iniciadores, mecanismos de acoplamento e fatores

de transcricdo com a expresséo de determinados genes (Eto, Yonekura et al. 2000).

Mecanismos moleculares envolvidos na hipertrofia cardiaca

Diversas moléculas e sistemas neuro-hormonais participam no processo de
hipertrofia cardiaca. A Angiotensina Il (Ang Il), principal molécula do sistema renina-

angiotensina-aldosterona (RAAS), estimula o crescimento de células cardiacas
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neonatais através da ativagao da via ERK, mas parece n&o possuir o mesmo efeito em
células adultas. Ja as MAP quinases (MAPKSs) sdo proteinas do tipo serina/treonina
quinases ativadas pela fosforilagdo dos residuos de serina ou treonina que as
constituem. As proteinas ERKs s&o ativadas por estresse mecanico (estiramento
celular), agonistas dos receptores de proteina G ou de receptores que possuem atividade
intrinseca de quinases, enquanto que as JNKs e p38 sao ativadas principalmente por
processos celulares como citocinas inflamatérias, isquemia, estresse oxidativo,
endotoxinas, choque osmotico, entre outros (Yazaki and Komuro 1992, Gupta, Das et al.
2007, Cross, Li et al. 2009, Liu, Huang et al. 2015, Major, Salih et al. 2015, Peng, Tian et

al. 2016, Yokota and Wang 2016).

Como citado acima, o TGF-B1 tem um papel bastante importante no
remodelamento cardiaco, seja ele pos-infarto agudo do miocardio ou decorrente de
hipertrofia cardiaca. Ja foi demonstrado que pacientes com elevados niveis de TGF-31
tendem a ter uma fragdo de ejegcédo do ventriculo esquerdo menor, e pior prognostico
(Talasaz, Khalili et al. 2013, Ayca, Sahin et al. 2015). A ativacdo do TGF-B1 e
subsequente cascata de sinalizacdo TAK1-p38MAPK vai ao encontro do aumento de
expressao de marcadores cardiacos de hipertrofia como beta miosina de cadeia pesada
e peptideo natriurético atrial, indicando mais uma vez a acgao indireta desta molécula
sobre o remodelamento hipertrofico no pés-infarto (Matsumoto-Ida, Takimoto et al. 2006).
No modelo de sobrecarga de pressao, os niveis de TGF-B1 aumentam significativamente
no miocardio durante o desenvolvimento de hipertrofia (Li and Brooks 1997). Além disso,
camundongos que superexpressam TGF-B1 apresentam grau elevado de hipertrofia

cardiaca acompanhada de fibrose intersticial (Rosenkranz, Flesch et al. 2002).
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Recentemente, foi demonstrado que TGF- atua diretamente na indugao hipertrofia de
cardiomiocitos e ainda, participa de forma bidirecional na sinalizagao existente entre

cardiomidcitos e fibroblastos (Cartledge, Kane et al. 2015).

Um dos processos fundamentais para que ocorra a hipertrofia e esta se
estabeleca é o aumento de sintese proteica. A proteina kinase mTOR é uma serina
treonina kinase que forma complexos com outras proteinas, mMTORC1 e mTORC2, e tem
um papel importante na fisiopatologia cardiovascular. O mTORC1 participa da regulagao
da sintese de proteinas, crescimento e metabolismo celular, enquanto mTORC2 participa
de fungdes como sobrevivéncia celular e polarizagdo (Sebastiano Sciarretta, Massimo
Volpe et al. 2014). A completa ablagdo do mTOR no coragdo de camundongos adultos
€ caracterizada por apoptose, autofagia e alteragcado da estrutura mitocondrial. Animais
deficientes de mTOR submetidos ao modelo de hipertrofia por sobrecarga de pressao
apresentam uma pior resposta hipertrofica e uma progressdo mais rapida para
insuficiéncia cardiaca (Zhang, Contu et al. 2010). Porém, uma inibig&o parcial da via do
mTOR utilizando rapamicina € capaz de atenuar a hipertrofia cardiaca (Shioi, McMullen
et al. 2003, McMullen, Sherwood et al. 2004). Além disso, a via da AKT/mTOR ¢é ativada
na hipertrofia fisiolégica induzida por exercicio fisico enquanto na hipertrofia patoldgica
induzida por bandeamento aortico esta via parece estar parcialmente desativada (Kemi,

Ceci et al. 2008).

Outra via bastante estudada nas respostas hipertroficas € a via da PISK/AKT
(Aoyagi and Matsui 2011, Rajan, Velmurugan et al. 2014, Major, Salih et al. 2015). A AKT
€ uma proteina kinase que participa de uma variedade de fungdes celulares em

diferentes orgaos e tecidos. A AKT & a molécula efetora da via que se inicia com a Pi3k
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e €& essencial para o desenvolvimento cardiaco apds o nascimento que se da
primariamente por hipertrofia dos cardiomidcitos. No coragcédo adulto, uma ativagao breve
da AKT1 promove hipertrofia fisioldgica (Shiojima, Yefremashvili et al. 2002) enquanto
que uma ativacdo crénica desta molécula leva ao desenvolvimento de hipertrofia
patologica (Matsui, Nagoshi et al. 2003, Kemi, Ceci et al. 2008). No modelo de hipertrofia
por hipertensdo com ratos Dahl sensiveis ao sal foi demonstrado que a ativagao da via
PISBK/AKT/mTOR ocasionava um efeito benéfico no remodelamento cardiaco e atenuava
a insuficiéncia cardiaca (Miyachi, Yazawa et al. 2009). A AKT também participa da
angiogénese que ocorre conjuntamente com a hipertrofia para suprir as demandas do
miocardio em crescimento, um aumento da densidade capilar esta diretamente
relacionado ao aumento do VEGF durante a ativacdo da AKT por um curto periodo de
tempo (Shiojima and Walsh 2002, Kitamura, Asai et al. 2008). Os efeitos benéficos da
ativacdo da via da AKT parecem decorrer do aumento da sintese proteica e da

angiogénese vista nesses estudos.

A condugao elétrica no coragdo se propaga tanto longitudinal quanto
transversalmente nos miécitos ventriculares através das jungées comunicantes (gap
junctions). As jungbes comunicantes sdo compostas por diferentes proteinas das quais
a mais abundante no tecido cardiaco é a conexina 43 (CX43). Uma express&o anormal
de CX43 esta geralmente associada com condugao elétrica anormal e arritmias, além
disso, biopsias de ventriculo esquerdo de pacientes com cardiomiopatia dilatada (DCM)
apresentam uma redugéo heterogénea de expressao de CX43 (Dupont, Matsushita et al.
2001, Kostin, Rieger et al. 2003, van Rijen, van Veen et al. 2006). Interessantemente, em

modelo animal de DCM a expresséo de CX43 estava aumentada nos estagios iniciais da
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hipertrofia cardiaca, porem com a sua progresséo para insuficiéncia cardiaca, os niveis
de Cx43 diminuiram, os miofilamentos de cardiomiécitos diminuiram e a fibrose
aumentou (Formigli, Ibba-Manneschi et al. 2003). Um remodelamento das quantidade
e/ou distribuicdo da CX43 pode ser responsavel pela sobrecarga de calcio intracelular o
que tem sido associado a indugao de arritmia isquémica (Gao, Zhao et al. 2015). Sendo
assim, ndo apenas moléculas que transitam no citoplasma, mas também estas que
permitem a comunicagao intercelular tem um papel bastante importante no

desenvolvimento da hipertrofia e sua progresséo para insuficiéncia cardiaca.

MicroRNAs (miRs)

Os microRNAs ou miRNAs sdo moléculas curtas (18-25 nucleotideos),
endogenas, que, geralmente, n&o codificam proteinas, mas agem regulando a
expressao de diversos genes por inibir a tradugdo ou promover a degradagao do RNA
mensageiro (MRNA) (Bartel 2004). Desde o seu descobrimento em 1993 por Ambros
e colaboradores, os microRNAs vem ganhando destaque no cenario cientifico por
sua capacidade de regular finamente a expressao génica. Neste trabalho os autores
mostraram pela primeira vez um pequeno RNA, Ilin-4, que possuia
complementaridade parcial com a regidao 3’-UTR do mRNA da proteina lin-14 e que
levava a redugao da expresséo desta proteina (Lee, Feinbaum et al. 1993). Apesar
de descobertos em 1993, os microRNAs apenas passaram a ser chamados assim
em 2001 no trabalho que demonstra o alto nivel de conservagdo destas moléculas
entre as espécies realizado por Lagos-Quintana e colaboradores (Lagos-Quintana,
Rauhut et al. 2001). Foi definido por aqueles autores que microRNAs com alta
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homologia s&o referidos pelo mesmo numero, mas seguidos de uma letra minuscula
(miR-208a e miR-208b), enquanto que multiplas cépias genébmicas de um gene de
miR serdo anotadas por miR acrescido de um hifen e um numero (miR-17-2, por

exemplo) (Lagos-Quintana, Rauhut et al. 2001).

Com o passar do tempo e a quantidade de novos miRs descobertos, foi
necessario criar uma plataforma de depdsito das novas sequéncias descritas de
microRNAs. Sendo assim, atualmente, o miRNA Registry (Griffiths-Jones 2004) e o
miRbase Registry definem os nomes dos genes de microRNAs. Os microRNAs
recebem uma nomenclatura especifica com 3 a 4 letras como prefixo para identificar
a espeécie, por exemplo, hsa-miR-16 para humanos e mmu-miR-16 para
camundongos. Ainda, as sequéncias maduras dos microRNAs s&o designadas como
“‘miR” enquanto que seus precursores em formato de hairpin sdo denominados “mir”.
Os nomes dos genes de microRNAs tém o objetivo de transmitir informacdes
funcionais. Por exemplo, hsa-miR-101 e mmu-miR-101 s&o ort6logos, ao passo que
microRNAs que diferem apenas em um ou dois nucleotideos, sdo chamados
paralogos e recebem sufixos como, por exemplo, mmu-miR-10a e mmu-miR-10b em
camundongos. Diferentes loci de hairpin que dao origem a um microRNA idéntico
recebem sufixos numerados como dme-mir-281-1 e dme-mir-281-2 em Drosophila
melanogaster (Griffiths-dJones 2004, Griffiths-Jones, Grocock et al. 2006, Griffiths-

Jones, Saini et al. 2008).

Apesar da constante atualizacdo das versées do miRBase, repositorio oficial
gque mantém as sequencias atualizadas dos novos microRNAs, fica dificil para as

diversas plataformas manterem-se atualizadas, o que acaba gerando uma confusao
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no que diz respeito aos nomes dos microRNAs. Para tentar unificar as diferentes
versdes existentes e ajudar os pesquisadores a entender as nomenclaturas e suas
mudangas, Bonnal e colaboradores desenvolveram uma ferramenta de internet
(miRiadne) que harmoniza as nomenclaturas levando em consideragcéo as versdes
originais do miRBase 10 a 21 associado a 40 plataformas de expressdo de 9
companhias diferentes. O miRiadne usa a sequéncia madura do microRNA para
unificar as versées do miRBase e/plataformas e assim prevenir ambiguidades
relacionadas a nomenclatura destas moléculas. O miRiadne € uma plataforma gratuita

e pode ser acessada no endereco URL http://www.miriadne.org (Bonnal, Rossi et al.

2015).

Biogénese de microRNAs

Os microRNAs sao filogeneticamente conservados e estdo distribuidos por
todo o genoma (Rodriguez, Griffiths-Jones et al. 2004). Muitos genes de microRNAs
sdo genes nao codificadores de proteinas, dos quais o transcrito unico € o microRNA.
Porém em outros casos estdo localizados dentro de introns ou de regides nao
traduzidas (UTR) de determinados genes (Bartel 2004). Os genes de microRNAs s&o
transcritos pela RNA polimerase |l que gera um transcrito primario, chamado de pri-
microRNA. O pri-microRNA tipicamente sofre splicing, possui cauda poliadenilada e
estrutura CAP na sua extremidade 5' de maneira similar aos RNAs mensageiros
codificadores de proteinas. Apos essa transcrigao inicial, que pode dar origem a um
grupo de microRNAs sendo transcritos conjuntamente, € iniciado o processo de
maturacdo destas moléculas. Essa maturacdo € mediada pelo complexo

microprocessador Drosha-DCR8 (ambas localizadas no nucleo celular) que cliva os
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pri-microRNA em produtos menores, de aproximadamente 70 nucleotideos (nt),
chamados de pré-microRNA (precursor de microRNA). O pré-microRNA possui,
geralmente, 2 nucleotideos extras na sua extremidade 3' e acredita-se que esta
estrutura sirva como um sinalizador reconhecido pelo fator de exportagdo nuclear
(exportina-5). Logo apos a exportagao do nucleo para o citoplasma, o pré-microRNA,
em formato de hairpin, é entao processado pela endonuclease DICER Il que produzira
duplexes de RNA. Uma das fitas do duplex é incorporada ao complexo silenciador
mediado por RNA (RISC) como microRNA maduro enquanto a outra fita é degradada
(Figura 3). Como em determinadas familias de microRNAs ambas as fitas podem ser
incorporadas ao complexo, a fita originaria da extremidade 5' do stem-loop é
denominada “5p” e a 3' € denominada “3p” (Yi, Qin et al. 2003, Bartel 2004, Gregory,
Yan et al. 2004, Hammond 2015). Os microRNAs maduros interagem com a proteina
Argonauta (Ago) para formar o Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (RISC),
e entdo, guiar o complexo RISC até o mRNA-alvo, preferencialmente até sua regido
3’ ndo traduzida. O sitio de ligagdo dos microRNAs ao seu mRNA-alvo depende da
complementaridade dos pares de bases (sequéncia seed com aproximadamente 7
nucleotideos) na regido 5 do microRNA com a regiao 3’ do mRNA (Ambros 2004, Lim,

Lau et al. 2005).
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Figura 3. Mecanismo de formagcao de microRNAs.

(1) Biogénese de microRNAs. Os microRNAs s&o transcritos no nucleo como longos transcritos chamados de pri-microRNAs. Os pri-
microRNAs sofrem agé@o da enzima Drosha, uma RNase lll, que cliva este precursor em um fragmento menor chamado de pré-
microRNA. Os pré-microRNAs sao exportados do nucleo para o citoplasma via Exportina 5. Ja no citoplasma, os pré-microRNAs sédo
novamente processados pela enzima Dicer com objetivo de gerar um microRNA curto, fita dupla que sera convertido em microRNA
maduro de fita simples e incorporado pelo complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). Finalmente, os microRNAs maduros
guiam o complexo RISC para seus mMRNAs alvos causando sua degradagéao ou repressao da tradugéo. (2) Mecanismo de secregao
de microRNAs. No citoplasma celular, os microRNAs podem ser incorporados a pequenas microvesiculas ou exossomos, formando
os endossomos que se fundem com a membrana plasmatica da célula e sao liberados para o espago extracelular.

Mecanismos de acao dos microRNAs

Supde-se que cada microRNA possua mais de 200 genes-alvo e cada um
desses genes pode ser regulado por mais de um microRNA. Os microRNAs podem
apresentar uma expressdo constitutiva ou especifica de diferentes fases do
desenvolvimento, e ainda, serem expressos em certos tecidos e ausentes em outros
(Lagos-Quintana, Rauhut et al. 2001). Por exemplo, o miR-208 parece ser

primordialmente expresso no tecido cardiaco e seu aumento no plasma tende a refletir
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um dano sofrido pelos cardiomidcitos (van Rooij, Marshall et al. 2008, Wang, Zhu et

al. 2010).

A ligacdo do microRNA ao mRNA é extremamente dependente de
complementaridade de sequéncia. Quando o microRNA é totalmente complementar a
sequéncia do seu RNA alvo ocorre a degradagcdo deste pelo sistema de
proteassomos. Porém havendo uma complementaridade imperfeita, a tradugdo do
RNAm ¢ inibida (Bartel 2004, Nilsen 2007). Em animais, a maioria dos microRNAs
liga-se na regido 3'-UTR do mRNA alvo com complementaridade imperfeita e funciona
como repressor traducional. A inibicdo da traducéo continua sendo considerada como
0 mecanismo principal de regulagao da expresséo génica por microRNAs em animais.
E importante ressaltar que ndo ha uma redugéo significativa no nivel de mRNA e o
resultado funcional mais evidente ocorre na quantidade de proteina produzida pelo

MRNA que € alvo de determinado microRNA (Nilsen 2007).

A acao dos microRNAs pode ser realizada a partir de efeitos diretos ou indiretos
sobre a traducdo (Bartel 2004, Nilsen 2007). Os efeitos diretos sobre a tradugao
incluem a inibicdo da iniciac&do da sintese proteica, remogao prematura de ribossomos,
reducdo da velocidade de elongamento da proteina e degradagao co-traducional da
proteina recém-formada. Neste grupo de agdes os estudos mostram que o mRNA esta
associado aos polissomos, a sintese de proteina é iniciada, porém nao €& possivel
detectar o peptideo nascente (Maroney, Yu et al. 2006, Nottrott, Simard et al. 2006).
Outro estudo demonstrou que o mMRNA estava associado aos polissomos porém, havia
uma repressao da traducédo, possivelmente causada por uma remogao prematura dos

ribossomos associados ao mRNA (Petersen, Bordeleau et al. 2006). Por outro lado,
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os efeitos indiretos, tais como a deadenilacdo e a degradagcdo dos mRNAs, nao
ocorrem por agao direta sobre a maquinaria de tradugdo, mas causam uma redugao
dos niveis da proteina alvo. A desestabilizagdo do mRNA e sua posterior degradagao
€ consequéncia da deadenilagéo seguida da perda do 5’-CAP causada pelo microRNA

(Giraldez, Mishima et al. 2006, Wu, Fan et al. 2006).

Validagao dos genes alvos dos microRNAs

Apos a identificacdo dos microRNAs envolvidos em qualquer processo
biolégico, como a hipertrofia cardiaca por exemplo, € fundamental que se prossiga
com o estudo da repercussdo funcional associada a microRNAs especificos. Isto é
possivel através da identificacdo e validagdo de genes alvos relacionados a rotas
envolvidas nos diferentes aspectos do processo bioldgico regulado por microRNA.
Aproximadamente 30% dos genes codificadores de proteinas do genoma humano
seriam alvos da regulacao por microRNAs (Lai 2004). Existem diversos algoritmos que
usam como estratégia a analise do alinhamento das sequéncias de microRNA com as
sequéncias das regides 3’ UTR do mRNA através de fatores como a energia de
ligacdo do hibrido ou requisitos do pareamento de bases na regido seed do microRNA
(Lewis, Shih et al. 2003). Isso leva a um numero enorme de genes que podem ser
regulados por um microRNA demonstrando a complexidade inerente a este tipo de
regulacéo da expresséo génica. Dentre os diversos algoritmos utilizados na predi¢cao
de genes alvos de microRNAs e os mais utilizados s&o: PicTar

(http://pictar.bio.nyu.edu); TargetScan (http://genes.mit.edu/targetscan); Miranda

(http://www.microrna.orq) e miRecords (http://mirecords.biolead.org/). Apds a
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identificacdo dos possiveis alvos dos microRNAs parte-se para um estudo funcional
in vitro de validagdo destes alvos com o objetivo de caracterizar o papel destas

moléculas na modulacao das vias em que eles estdo envolvidos.

Para realizar a validagédo de alvos de microRNAs, as metodologias utilizadas
incluem ensaio com vetores reporteres e estudos de mutagdo de ponto (Lewis, Shih
et al. 2003, Johnson, Grosshans et al. 2005, Clancy, Nousch et al. 2007). O uso de
moléculas que se ligam ao microRNA maduro, e assim, inibam a sua acao nas células
tem sido amplamente usado como método de validagdo de um gene como alvo de
determinado microRNA Estas moléculas, conhecidas como antagomiRs, sé&o fitas de
oligonucleotideos anti-senso que reduzem os niveis endégenos de microRNAs na
célula e seu uso permite explorar o real papel de um microRNA dentro de determinada
via biologica (Ishida and Selaru 2013, Tuttolomondo, Simonetta et al. 2016). Dessa
maneira, podemos averiguar quao importante é determinada proteina em um dado
sistema e de que forma o microRNA pode estar modulando, por exemplo, a via de
crescimento celular ou metabolismo energético, no caso da hipertrofia cardiaca, por

exemplo.

MicroRNAs e o sistema cardiovascular

Os microRNAs estao envolvidos em diversos processos celulares, inclusive no
desenvolvimento cardiaco no periodo embrionario. A cardiogénese é um processo
altamente regulado e os diferentes padrdes de expressdo génica em cada regido do
coracao definem a formagao de camaras e valvulas. Por exemplo, o miR-1 € o mais
abundante no tecido cardiaco e a sua superexpressdo em embrides resulta na
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diminuicdo da proliferagdo de cardiomiocitos, afinamento das paredes ventriculares,
insuficiéncia cardiaca e morte embrionaria precoce (Zhao, Samal et al. 2005). Outro
microRNA envolvido no desenvolvimento cardiaco € o miR-133, cuja introdugdo em
embrides de Xenopus resultou em um tecido cardiaco altamente desorganizado e
auséncia de formagdo das camaras cardiacas (Chen, Mandel et al. 2006). Outro
exemplo da importancia dos microRNAs no desenvolvimento cardiaco € a presenga
de anomalias cardiacas congénitas associadas a uma parada prematura no ciclo
celular em modelo transgénico de camundongo que superexpressa miR-195 (Porrello,
Johnson et al. 2011). Além disso, a inibicdo da familia do miR-15 em camundongos
(que abriga os miRs -15a, -15b, -16, miR-195 e -497) logo apds o nascimento até a
vida adulta aumenta a proliferacdo de midcitos no coragcédo adulto além de apresentar

uma melhor fungéo sistélica apos infarto do miocardio (Porrello, Mahmoud et al. 2013).

Por seu papel importante na organogénese cardiaca nao surpreende o fato de
os microRNAs também desempenharem um papel fundamental na adaptagao
cardiaca a qualquer estimulo, seja ele patoldgico ou fisioldgico. Sendo assim, diversos
estudos tém avaliado o potencial papel dos microRNAs na regulagdo da expressao
génica durante o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca. Care et al, utilizou os
modelos de hipertrofia cardiaca de sobrecarga de presséo (TAC), treino de resisténcia
e expressao de AKT para estudar o papel do miR-1 e -133. Eles observaram uma
expressao reduzida do miR-1 e do miR-133 nos trés modelos animais de hipertrofia
cardiaca e essa reducao foi confirmada em amostras de coragado provenientes de
pacientes com cardiomiopatia hipertréfica ou dilatagdo atrial (Care, Catalucci et al.

2007). Seguindo esta linha de raciocinio, Soci et al demonstraram redugdo da
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expressao dos miRs-1, -133a e -133b na hipertrofia cardiaca induzida por natagao
com 2 treinos de diferentes intensidades e frequéncia (Soci, Fernandes et al. 2011).
Estes estudos indicam que os miRs-1, -133a e -133b tem um papel no
estabelecimento da hipertrofia cardiaca tanto patologica quanto fisiologica visto que

em ambas eles apresentam a mesma mudanca de expressao.

Pode-se dizer que um dos microRNAs mais estudados no contexto de
hipertrofia e insuficiéncia cardiaca é o miR-21. O miR-21 tem sua expressé&o induzida
pelo estresse cardiaco e parece agir como um regulador do crescimento cardiaco e
da ativacao de genes fetais em cardiomidcitos primarios in vitro; porém, o seu papel
na hipertrofia do cardiomiécito ainda € controverso (Cheng and Zhang 2010).
Enquanto Tatsuguchi e colaboradores (Tatsuguchi, Seok et al. 2007) mostraram que
o0 nocaute do miR-21 realgca os mecanismos hipertréficos, Thum e colaboradores
demonstraram que a baixa expressao de miR-21 no coragao de camundongos adultos
com o uso de antagomir era capaz de reduzir o tamanho dos cardiomiocitos e o peso
do coragao no modelo de hipertrofia cardiaca patologica (Thum, Gross et al. 2008).
Além disso, sabe-se que os niveis de miR-21-5p e miR-21-3p apresentam-se bastante
elevados em pacientes com hipertrofia e insuficiéncia cardiaca (Thum, Gross et al.
2008, Cakmak, Coskunpinar et al. 2015, Kuosmanen, Hartikainen et al. 2015,
Sygitowicz, Tomaniak et al. 2015, Yan, Chen et al. 2015). De forma interessante, em
modelo animal de TAC, os niveis de miR-21-3p apresentam uma reducédo apos 2
semanas e um aumento apos 4 semanas da indugdo de sobrecarga. Entretanto, a
expressao do miR-21-5p esta reduzida apds 2 semanas nos animais que sofreram

TAC, mas apresenta um aumento passadas 4 semanas da cirurgia. A superexpressao
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de miR-21-3p (antes chamado miR-21*) consegue suprimir a hipertrofia cardiaca
resultante de TAC em camundongos e também pelo estimulo com angiotensina Il in
vitro. Além disso, esta superexpressao de miR-21-3p leva a um desequilibrio na via
Akt/Gsk3p de sobrevivéncia celular (Yan, Chen et al. 2015). Sendo assim, pode-se
inferir que o papel tanto do miR-21-5p quanto do miR-21-3p no desenvolvimento e
modulagao da hipertrofia cardiaca ainda necessita de maior atencdo, uma vez que

estes miRs parecem ser boas op¢des terapéuticas.

Outro microRNA que tem recebido destaque em estudos experimentais de
doencgas cardiovasculares é o miR-22 que apesar de abundante no tecido cardiaco
nao é necessario para a morfogénese cardiaca (Huang, Chen et al. 2013). Contudo,
camundongos nocaute para o miR-22 desenvolvem cardiomiopatia dilatada e
apresentam uma desregulagdo de genes relacionados a hipertrofia em resposta a
sobrecarga de pressado (Gurha, Abreu-Goodger et al. 2012). Além disso, uma
superexpressao de miR-22 em cardiomiécitos neonatais induz hipertrofia celular
evidenciada pelo aumento da area da célula e pelo aumento da expressao de
biomarcadores hipertroficos como ANP e BNP (Jentzsch, Leierseder et al. 2012,
Huang, Chen et al. 2013). Logo, estudos que investiguem como o miR-22 participa da
fisiologia cardiaca poderao contribuir para o desenvolvimento de terapias inovadoras

para o tratamento das doencas cardiovasculares.

Neste sentido, abordagens de terapia génica que tem por alvo a modulagao de
microRNAs no coragao tém sido avaliadas. No trabalho de Wahlquitst e colaboradores
(2014) os autores confirmaram que a expressdao do miR-25 estda aumentada em

amostras de miocardio provenientes de pacientes com insuficiéncia cardiaca grave
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(Wahlquist, Jeong et al. 2014) embora sua expressé&o tenha sido descrita previamente
como reduzida em modelo de TAC (Dirkx, Gladka et al. 2013). Este trabalho também
demonstrou evidéncias de que o miR-25 é primariamente expresso nos cardiomiocitos
de coragdes que sofreram lesdo devido ao bandeamento adrtico, e ndo se expressa
em fibroblastos ou células endoteliais. Por fim, constataram que o miR-25 é capaz de
modular a expressdo de SERCA2, mecanismo primario de coleta de Ca?* nos
cardiomiocitos. Com base no fato de que os niveis de SERCA2 estdo reduzidos no
miocardio com insuficiéncia, e os niveis de miR-25 estdo aumentados, os autores
injetaram um antagomiR no tecido cardiaco. Confirmou-se que a inibicdo do miR-25
em camundongos pos-TAC restaura os niveis de SERCA2 e melhora a disfungéo
cardiaca decorrente do modelo (Wahlquist, Jeong et al. 2014). Até o presente
momento n&o ha evidéncias do papel do miR-25 em modelos de hipertrofia fisiologica

induzida por qualquer tipo de exercicio fisico.

A fibrose intersticial € um processo que ocorre na hipertrofia cardiaca
patolégica, assim como em outras doengas cardiovasculares, e os microRNAs
também aparecem como moduladores desse processo (Shimizu and Minamino 2016,
Wang, Liew et al. 2016). Os microRNAs que fazem parte da familia do miR-29 (29a,
29b, and 29c) estao envolvidos na formacao de fibrose cardiaca que ocorre tanto nos
modelos de hipertrofia patolégica quanto nos modelos de remodelamento cardiaco
apos infarto do miocardio (van Rooij, Sutherland et al. 2008). No modelo de hipertrofia
fisiologica, os niveis de miR-29¢c aumentam conforme a intensidade do exercicio e os
niveis de expressao dos seus alvos, COLIAI e COLIIIAI, estdao reduzidos (Soci,

Fernandes et al. 2011). Outro estudo avaliou os niveis de miR-29a/b/c e miR-30c nos
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modelos de hipertrofia patoldgica por sobrecarga de pressao e fisioldgica por corrida
livre. Neste estudo, os niveis de miR-29a, miR-29c e miR-30c, mas ndo de miR-29b,
estavam significativamente reduzidos no modelo patolégico, porém sem nenhuma

alteragao no modelo fisiolégico (Abonnenc, Nabeebaccus et al. 2013).

Os miRs-27a e -27b ainda sdo pouco estudados no contexto da hipertrofia
cardiaca. Fernandes e cols. demonstraram que a hipertrofia induzida pelo treinamento
de natacao era capaz de aumentar a expressao dos miRs 27a e -27b no coracao dos
ratos treinados, sem ter impacto na expressao de marcadores de danos ao miocardio
(Fernandes, Hashimoto et al. 2011). Um trabalho do nosso grupo (Martinelli, Cohen et
al. 2014) demonstrou haver redugcéo da expressdo do miR-27a em camundongos
treinados por corrida livre. Outro estudo realizado por Busk et al (2010) evidenciou
aumento da expressdo dos miRs-27a e -27b apos bandeamento adrtico em ratos
(Busk and Cirera 2010). Este miR também parece ter um papel importante no
desenvolvimento dos dois tipos de hipertrofia, fisiologica e patoldgica, visto que o miR-
27a/b estaria associado a angiogénese que acompanha o estabelecimento e
manutengdo da hipertrofia cardiaca (Kuehbacher, Urbich et al. 2007, Urbich,

Kuehbacher et al. 2008).

A familia do miR-30, que inclui o0 miR-30a, miR-30b e miR-30c, também tem
sido estudada no contexto de remodelamento e insuficiéncia cardiaca (IC) (Duisters,
Tijsen et al. 2009, Watson, Gupta et al. 2015). Em um estudo recente realizado por
Tum e cols., o nivel sérico do miR-30c encontrava-se reduzido tanto em pacientes
com IC com Fracao de ejegédo do ventriculo esquerdo (FEVE) reduzida quanto nos

pacientes com FEVE preservada. Além disso, o0 miR-30c, quando associado aos
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niveis de BNP e a outros miRs (miR-146a, miR-221, miR-328 e miR-375) apresenta
potencial de diferenciar a IC com FEVE reduzida daquela em que a FEVE esta
preservada (Watson, Gupta et al. 2015). Estes dados vdo ao encontro de estudos
experimentais que mostram uma reducgao dos niveis teciduais de miR-30c em animais
submetidos ao modelo de TAC, porém em modelo de hipertrofia cardiaca (HC)
fisiolégica induzida por corrida espontanea, os niveis de miR-30c ndo se alteraram
(Abonnenc, Nabeebaccus et al. 2013). Outros membros desta familia de microRNAs,
como o miR-30e-3p e miR-30e-5p também apresentam expressao reduzida em
modelo de hipertrofia cardiaca patolégica induzida por aumento da pés-carga em
modelo de coracgdo criado por engenharia de tecidos (Hirt, Werner et al. 2015). De
forma similar, uma coorte de pacientes demonstrou haver reducao dos niveis de miR-
30e em pacientes hospitalizados por insuficiéncia cardiaca aguda (Ovchinnikova,
Schmitter et al. 2016). Sendo assim, existe um potencial destes microRNAs nao
apenas modularem as respostas do coragao a determinados estimulos, mas também

de agirem como sinalizadores de dano cardiaco e preditores de prognéstico.

Alguns estudos recentemente avaliaram o papel do miR-150 nos modelos de
hipertrofia cardiaca. Em 2015, Liu et al mostraram que camundongos transgénicos
que superexpressam miR-150 sao resistentes ao desenvolvimento de hipertrofia por
sobrecarga de pressado e deposigao de colageno, ou seja, eles desenvolvem uma
hipertrofia em grau menor do que animais selvagens. Interessantemente, animais
nocaute para miR-150 apresentam fendtipo similar aos animais selvagens, com
hipertrofia patoldgica e deposi¢ao de colageno no tecido cardiaco (Liu, Liu et al. 2015).

No modelo de toxicidade cardiaca causada por doses cumulativas de doxorrubicina,
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o miR-150 teve sua expressio reduzida de forma inversamente proporcional a dose
administrada ao animal, o que vai ao encontro de resultados previamente publicados
em modelos de infarto do miocardio e em pacientes com cardiomiopatia dilatada
(Sayed, Hong et al. 2007, Divakaran and Mann 2008). Contudo, na hipertrofia
desenvolvida apds exercicio fisico cronico em camundongos verifica-se também um
aumento dos niveis de miR-150 (Martinelli, Cohen et al. 2014). Isso indica que o miR-
150 participa de forma ativa no desenvolvimento hipertréfico, e possa ter um papel
protetor, visto que em altos niveis retarda a hipertrofia patologica e em baixos niveis
esta associado a maiores graus de cardiotoxicidade. Porém, ainda sao necessarios
estudos mais detalhados para elucidar se o miR-150 teria um papel benéfico ou lesivo

ao miocardio.

O miR-195 foi um dos primeiros microRNAs a serem estudados no contexto da
hipertrofia e insuficiéncia cardiaca. Em 2006, van Rooij e colaboradores
demonstraram que o miR-195, o qual encontra-se superexpresso durante a hipertrofia
cardiaca patoldgica, induz o crescimento dos cardiomidcitos e o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca em camundongos transgénicos. Foi sugerido que niveis
moderados de expressao do miR-195 causariam hipertrofia cardiaca, enquanto niveis
mais elevados causariam cardiomiopatia dilatada, como demonstrado em um modelo
transgénico de camundongos que superexpressam o miR-195 (van Rooij, Sutherland
et al. 2006). Ademais, no modelo de bandeamento da aorta transtoracica a expressao
do miR-195 estava ligeiramente aumentada apos 2 semanas do insulto inicial,
demonstrando que o microRNA 195 parece estar relacionado aos estagios iniciais da

hipertrofia cardiaca (Busk and Cirera 2010).
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Talvez um dos microRNAs mais estudados, pelo menos inicialmente, no
contexto da cardiopatia hipertrofica tenha sido o miR-208a/b. Os trabalhos publicados
até agora tendem a mostrar o miR-208 como um microRNA pré-hipertrofico (Huang,
Li et al. 2015, Paulin, Sutendra et al. 2015). Por exemplo, Callis et al. demonstraram
gue animais que superexpressam miR-208a de forma cardio-especifica desenvolvem
hipertrofia (Callis, Pandya et al. 2009). Além disso, altos niveis plasmaticos de miR-
208 tém sido associados com dano ao miocardio e pior prognostico em estudos com
pacientes com insuficiéncia cardiaca e infarto agudo do miocardio (Ji, Takahashi et al.
2009, Bostjancic, Zidar et al. 2010, Satoh, Minami et al. 2010). Um trabalho bastante
elegante mostrou que o miR-208 esta localizado no intron 27 do gene aMHC (alfa
actina) tanto em humanos quanto em camundongos, e assim como seu gene
hospedeiro, o miR-208 se expressa especificamente no coragao. Ainda o miR-208 foi
indispensavel para o desenvolvimento de hipertrofia dos cardiomidcitos, fibrose e
regulacédo da expressao de BMHC (beta actina) no coragdo em resposta ao estresse
(van Rooij, Sutherland et al. 2007). Dando seguimento a este trabalho o mesmo grupo
publicou em 2011 um estudo de inibicio do miR-208 em modelo murino de
insuficiéncia cardiaca. Foi demonstrado que a inibigdo do miR-208a (antagomiR) de
forma sistémica e dose dependente prevenia a troca entre as miosinas (alfa para
beta), o remodelamento cardiaco, causava melhora da fungdo cardiaca e por fim,
aumentava a sobrevida dos animais tratados (Montgomery, Hullinger et al. 2011). Mais
uma vez fica demonstrado que a inibicao terapéutica desses RNAs nao codificadores
apresenta-se como uma potencial nova terapia no cenario das doencas

cardiovasculares.
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Recentemente, Souza e colaboradores, publicaram um estudo com ratos que
desenvolveram insuficiéncia cardiaca apds estenose aodrtica e foram submetidos a
sessdes de exercicio fisico depois de 10 semanas de cirurgia. Eles demonstraram que
o exercicio fisico foi capaz de atenuar o remodelamento cardiaco bem como sinais
clinicos e patoldgicos de IC, preservando tanto a fungéo sistélica quanto diastolica
destes animais. De maneira interessante, 53 microRNAs tiveram seus niveis de
expressao modificados apenas no grupo treinado portador de IC, entre eles o miR-21-
5p, miR-27a-3p, miR-27b-5p e miR-208b-3p (Souza, Fernandez et al. 2015). Portanto,
o exercicio fisico realmente age de forma benéfica atenuando a disfungao cardiaca e

parece atuar em conjunto com a regulagao génica exercida por microRNAs.

Apesar de haverem muitos estudos envolvendo microRNAs e seus papéis, seja
no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca ou para atenuar uma disfuncao decorrente
do crescimento exagerado dos cardiomidcitos, este € ainda um campo bastante
controverso. Provavelmente muito se deve ao fato destas moléculas possuirem o
potencial de regular centenas de genes simultaneamente conforme o microambiente
em que estdo inseridas. A Tabela 1 sumariza a modulagdo dos niveis de alguns
microRNAs discutidos anteriormente nos contextos de hipertrofia fisiologica e

patologica.
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Tabela 1. Resumo dos niveis de microRNAs encontrados nos modelos de hipertrofia cardiaca fisiolégica e

patolégica.

miR-1

miR-21

miR-22

miR-25

miR-29a/b/c

miR-27a/b

miR-150

miR-208

miR-143

Reduzidos

NA

NA

NA

Aumentados

Reduzidos/

Aumentados

Aumentados

Ver Souza et al
2015

Reduzidos

Reduzidos/

Aumentados

Aumentados

Aumentado

Reduzidos/

Aumentados

Reduzidos

Aumentados

Reduzidos

Aumentados

NA

(Care, Catalucci et
al. 2007, Fernandes,
Hashimoto et al.
2011)

(Thum, Gross et al.
2008, Cheng and
Zhang 2010)

(Huang, Chen et al.
2013)

(Wahlquist, Jeong et
al. 2014)

(Soci, Fernandes et

al. 2011, Abonnenc,

Nabeebaccus et al.
2013)

(Busk and Cirera
2010, Martinelli,
Cohen et al. 2014)

(Sayed, Hong et al.
2007, Divakaran
and Mann 2008,

Martinelli, Cohen et

al. 2014)

(Ji, Takahashi et al.
2009, Bostjancic,
Zidar et al. 2010,

Satoh, Minami et al.

2010)

(Fernandes,
Hashimoto et al.
2011, Martinelli,

Cohen et al. 2014)

NA — N&o avaliado ou nao disponivel.
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Em suma, o coracéo adulto responde aos danos ou alteracées hemodinamicas
pela ativagcdo de uma variedade de rotas de sinalizagédo intracelular bem como de
mediadores transcricionais que promovem a hipertrofia do miécitos, reprogramacgao
de genes fetais e remodelamento da matriz extracelular. Os mecanismos moleculares
envolvidos na hipertrofia cardiaca mal adaptativa e consequente progressao para
insuficiéncia cardiaca ainda ndo sao completamente conhecidos. Da mesma forma, o
coragao responde aos estimulos fisiolégicos necessarios para desenvolver uma
hipertrofia adaptativa ou compensatéria de forma a manter o equilibro homeostatico.
Assim, o entendimento dos mecanismos pelos quais este equilibrio se perde durante
o processo de hipertrofia cardiaca, migrando de um estado adaptativo e sem prejuizo
para um estado patoldgico, pode levar ao entendimento da progresséao para hipertrofia

patologica e insuficiéncia cardiaca.
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JUSTIFICATIVA

De forma bastante simplista, a hipertrofia cardiaca pode se apresentar sob duas
formas, a fisiolégica que é reversivel e induzida por exercicios ou gravidez, e a
patoldgica, irreversivel e induzida por comorbidades como a hipertensdo arterial
sistémica. Estes dois fendtipos distintos apresentam similaridades no que diz respeito as
mudangas ocorridas nos cardiomiocitos e células que compde o coragdo com o proposito
de se adaptar a esta nova condigéo. O problema aparece quando a hipertrofia patologica,
ultrapassa o quadro de adaptacdo e evolui para uma disfungdo cardiaca. Saber
exatamente de que forma este controle se perde, ou estas vias divergem uma da outra
pode ajudar na busca por novas estratégias terapéuticas de tratamento da insuficiéncia

cardiaca decorrente da hipertrofia mal adaptativa.

Neste contexto, recentemente os microRNAs, moléculas fitas simples de acidos
nucleicos com capacidade de regular a expressdo de seus genes alvos, tem recebido
bastante atencdo. Alguns microRNAs ja sdo considerados como pro-hipertroficos e
outros anti-hipertroficos. Porém, os estudos realizados avaliam apenas a hipertrofia
fisiolégica ou patoldgica, dificilmente encontramos estudos que se propde a comparar
diretamente como estas moléculas se comportam nos dois cenarios. Se pudéssemos
encontrar um ou mais microRNAs que modulassem diferentemente os processos
hipertroficos fisiologico e patologico, isto auxiliaria o desenvolvimento de terapias
alternativas ou de estratégias que auxiliassem o diagndstico precoce da hipertrofia
patolégica muito antes de a disfungcdo cardiaca se instalar. Portanto, a melhor

compreensao das bases moleculares desta transicao pode permitir o desenvolvimento
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de novas alternativas terapéuticas para uma doenga amplamente instalada na populagao

mundial.
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Objetivo principal

Identificar microRNAs diferencialmente expressos na hipertrofia cardiaca

patolégica em comparagao com a hipertrofia cardiaca fisioldgica.

Objetivos especificos

Comparar diferentes abordagens metodolégicas para andlise de dados de

expressao génica relativa em fungao do grupo controle utilizado

Estabelecer o modelo de hipertrofia patoldégica por bandeamento adrtico

transtoracico em camundongos Balb/c adultos.

Comparar os resultados obtidos neste modelo com os dados ja existentes de

hipertrofia cardiaca fisioldgica induzida por exercicio.

Identificar microRNAs diferencialmente expressos na hipertrofia cardiaca

patolégica em comparagao com a hipertrofia cardiaca fisioldgica.

Identificar possiveis alvos e vias de microRNAs por meio de ferramentas de

bioinformatica.
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The use of an accurate calibrator group is as important in gene expression studies as is
the choice of a good reference gene. Despite that, very little attention is drawn to
situations in which the choice of a calibrator is not obvious nor to the effects of choosing
a wrong one. Sometimes, a proper calibrator group is difficult to obtain and researchers
use sham or placebo groups as calibrators for gene expression analysis. Nonetheless,
the improper calibrator group could lead to wrong results or could change the degree of
the results. Here we discuss the importance of the adequate calibrator group to gene
expression analysis by qPCR and suggest the use of a naive group of animals to eliminate

any confounding issues.

KEY WORDS: Gene expression analysis; qPCR analysis; calibrator group;

housekeeping gene.
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Currently, quantitative real time PCR (qPCR) is one of the most used techniques
to analyze gene expression data, including validation of microarray analysis and other
high throughput data. It is a fairly simple technique however, with great sensitivity and
specificity, which contribute to its wide use. The Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE) guidelines target the reliability of
results to help ensure scientific integrity of published data, promote consistency between
laboratories, and increase experimental transparency [1, 2]. Despite that, many
unreproducible results are published every year and an important factor to be considered
is data analysis because the several existent methods differ substantially in their
performance [3]. The relative gene expression assay is preferred over absolute
quantitation, as it is independent of a calibration curve, which is often difficult to build [1,

4, 5].

The use of reference genes as internal controls is the most common method for
normalizing cellular mRNA data in relative gene expression experiments. Livak and
Schmittgen (2001) published the most popular method to calculate gene expression
based on the threshold (Ct) difference among the gene of interest and a reference gene

in the experimental and calibrator group, giving this method its usual denomination of 2-

AACt [6] .

Great attention is given to the choice of reference gene used in normalization [7-
10]. Even computational softwares, such as GeNorm and NormFinder [11-13] are
available to help researchers identifying the best reference gene for particular
experimental conditions. On the other hand, however, few studies have questioned the

choice of the calibrator group, assuming that it is the equivalent of an appropriate good
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control group. Whereas this is straightforward reasoning for simpler experimental
designs, more complex comparisons can be challenging. Thus, the aim of the present
study is to discuss the proper use of the calibrator group and provide some examples of

how the choice of a particular calibrator group may be misleading.

In a simple treated versus untreated study design, it is clear that the untreated
group corresponds to the calibrator group. Small variations in the experimental design
usually include a control group subjected to the same experimental procedures but
without the intervention under testing. Examples of this situation are mock-transfected
groups, vehicle groups or sham groups in experiments involving gene deliver, drug
administration and surgical procedures, respectively. The aim of such groups is to isolate
the effect of the intervention from confounders introduced by the experimental method
itself and their use is necessary in order to adequately interpret the results. The problems
arise when there is no clearly identifiable or available untreated (or naive) control group.
Many times this inexistent group is replaced only by the vehicle/mock group. Another
issue is when one wants to compare two different experimental procedures — what is the

suitable calibrator for both experiments?

The absence of clearly identifiable or available untreated (or naive) control group
is quite common in studies involving relative gene expression in human tissue samples.
Whereas there is little doubt in judging the adequacy of study designs for a given disease
from the inclusion criteria, the choice of a control group is controversial. Usually the
diseased tissue is compared to samples from individuals without the disease or from
unaffected areas (in case of cancer studies) [14-16]. However, mostly none of these

samples come from healthy (or naive) individuals, as it is unjustifiable to submit a healthy
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person to an invasive biopsy procedure [17]. Therefore, the calibrator group is frequently
constituted of samples from individuals with diseases other than the one under study [17,
18]. In cancer studies, the use of an apparently normal tissue fragment can be even more
problematic as it has been shown that molecular alterations may be present in the tissue
much before the appearance of histological abnormalities [19, 20], not to mention
macroscopic alterations. It is reasonable to think that a more appropriate control for
studies on human gene expression would be samples from cadaveric organ donors,

however very few studies use them [21, 22].

The comparison of two distinct experimental models, each with its particular control
group, also poses a challenge. For instance, what should be the most appropriate
calibrator when comparing a surgical versus a non-surgical model? Our group compared
the gene expression of Myh6, Myh7 and Nppa in two models of cardiac hypertrophy:
pathogenic (TAC) and physiological (EXE) [23]. Pathological cardiac hypertrophy is
induced by transaortic constriction under surgical procedure, and its control are sham-
operated animals (in which all surgical procedure is the same but without constriction).
Physiological hypertrophy, on the other hand, is caused by forced or voluntary exercise
(animals were either free to use a spinning wheel or forced to swim at regular intervals).
Therefore, the control group in this case is sedentary animals, that are not forced to swim
nor have spinning wheels in their cages. When data is calculated separately, with a
calibrator group from within each experiment (sham or sedentary), results are quite
different from the comparison of all groups, using sedentary as calibrator (Figure 1) for
both Myh6 and Myh7, but not for Nppa. Myh6 gene expression could change from non-

significant differences (using within group calibrator) to down regulation in TAC and
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SHAM groups (using naive calibrator). In the same way, Myh7 levels had different results
when the within group calibrator was applied compared to the analysis using naive

(sedentary group) animals.

Besides interfering in the magnitude of the effects, the choice of the calibrator
group may impact on the conclusions drawn from the comparison between the control
groups. Here we demonstrated that the choice of different control groups for each
intervention gives the misleading result that the gene expression in each control group is
about the same. Thus, when there is more than one control group it is highly advisable to
choose only one as calibrator group. This approach allow comparisons even among the

controls, which otherwise would be compromised.

Some studies in cardiovascular field are now showing not only the comparisons
between treated and sham groups but also the parameters of normal animals. For
example, a recent study about myocardial repair in non-human primates brought not only
echocardiographic data of normal animals in addition to the placebo and treated groups
but also apoptotic data from right ventricle to serve as a non-infarcted control region [24].
Likewise, a long-term evaluation of stem cell engraftment, again in myocardial infarction
model, displayed echocardiographic data from normal animals additionally to the sham
group [25]. These studies presented the data of a normal untreated animal or tissue for
the same reason: to account for the bias inherent to the experimental model even in sham
animals. Indeed, in vitro experiments usually have a non-treated control group to ponder
the experimental results to control the effects of any different treatment or even media

culture [26, 27].
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In conclusion, our results indicate that any intervention applied to an organism
results in some modifications. Sometimes the extent of these modifications are not
evident as a major phenotypic alteration such as cardiac hypertrophy, or functional
adaptations as occurs in heart failure. Despite the absence of phenotypic/functional
modifications, the organism can be under a stress that results in molecular adaptation as
demonstrated by the altered gene expression levels in this study. An accurate analysis
based on a reliable control group that tries to preserve the most of a naive animal is of
utmost importance to assure unbiased results. Overall, we suggest that animal studies in
basic sciences begin to include a small group of naive animals to serve as reference

point.
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Figure 1. Fetal gene expression demonstrates different pattern depending on its group
calibrator. A, C and E show the Myh6, Myh7 and Nppa mRNA levels using within group
calibrator. B, D and F show the Myh6, Myh7 and Nppa mRNA levels using naive group
(sedentary) as calibrator. 1-way ANOVA corrected by Turkey’s post-hoc analysis,
*p<0.05, **p<0.01, **p<0.0001.
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ABSTRACT

Hypertrophy can be induced by physiological stimuli such as exercise, or by pathological
trigger as hypertension. Despite its similarity, the pathological hypertrophy evolves to
cardiac dysfunction and failure whereas the adaptive one does not. This fine tune
regulation over these processes are fundamental to understand how they can be so
distinct. Lately, microRNAs have been linked to many cardiovascular diseases, including
cardiac hypertrophy and dysfunction. Our aim was to identify differences in the microRNA
profile expression between physiological and pathological hypertrophy. We compared
swim-induced hypertrophy samples (SWIM) against transverse aortic constriction (TAC)
model of hypertrophy using microRNA microarray from Affymetrix. Data were analyzed
from samples collected 28 days after the first day of swimming and 35 days post-TAC
surgery. Interestingly, TAC group presented 12 upregulated microRNAs (miR-193a-3p,
miR-299a-5p, miR-127-5p, miR-214-5p, miR-188-5p, miR-326-3p, miR-6395, miR-547-
3p, miR-199a-5p, miR-381-3p, MiR-223-3p and miR-199b-5p) and 8 downregulated
microRNAs compared to SWIM group (miR-708-5p, miR-30c-1-3p, miR-22-5p, miR-
6921-5p, miR-30a-3p, miR-30e-3p, MiR-27a-5p and miR-6975-5p). Moreover, only 3
microRNAs, miR-21a-5p, miR-206-3p and miR-1983, were upregulated in both
pathological and physiological hypertrophy, compared to SHAM and SED, respectively.
We also observed many biological pathways possible targeted by those microRNAs
deregulated in physiological and pathological hypertrophy such as AKT/PI3K, mTOR,
Hippo and others. In conclusion, we identified 20 microRNAs that were differentially

expressed between physiological and pathological models of cardiac adaptation.

69



KEY WORDS: cardiac hypertrophy; physiological hypertrophy; TAC-induced
hypertrophy; exercise; microRNAs.

70



INTRODUCTION

Left ventricular hypertrophy (LVH) occurs as an initial compensation mechanism
in response to diverse cardiac stresses that can advance to heart failure’- 2. Maladaptive
LVH is characterized by pathological collagen deposition (interstitial fibrosis), altered
protein abundance and actin-cytoskeletal reorganization, resulting in chamber
enlargement, wall thinning, diastolic dysfunction and/or systolic dysfunction. All this
process might lead to a limited prognosis® 4 and are considered an independent

cardiovascular risk factors’ 2.

However, left ventricular hypertrophy can be also induced by physiological stimuli
such as maturation in infancy and childhood, pregnancy and exercise®’, called adaptive
hypertrophy or physiological hypertrophy. The increased cardiac preload and afterload
observed in chronic intensive exercise is associated with symmetrical enlargement of all
cardiac chambers which contrasts to the asymmetrical growth found in pathological
hypertrophy . Sometimes differentiating physiological cardiac hypertrophy as a result of
exercise from structural cardiac pathology may be challenging because of the phenotypic
crossover between the "hearts of athletes" and mild forms of cardiomyopathy °. For this
reason, distinguishing the molecular mechanisms underlying the physiological and
pathological hypertrophy will help to modulate the maladaptive hypertrophy and avoid its

development into heart failure.

The role of microRNA (miR) in cardiac hypertrophy, either physiological or
pathological, have been previously evaluated®'4. Recently, our group has shown that a

set of miRs is dysregulated in physiological hypertrophy induced by spontaneous exercise
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in wheels, such as the downregulation of miR-26b and the upregulation of miR-27a, miR-
150 and miR-143%. Similarly, Fernandes et al., also demonstrated that aerobic exercise
training promotes physiological cardiac remodeling involving dysregulation of multiple
microRNAs6. Interestingly, Lin an cols', demonstrated that miR-154 expression was
increased in pathological hypertrophy and decreased and physiological hypertrophy
mediated by PI3K overexpression 8. Inhibition of miR-154 attenuated pathological cardiac
remodeling and lung congestion while anti-miR-154 treatment was associated with

preservation of cardiac function8,

Understanding the microRNA differences between physiological and pathological
hypertrophy might be used as a tool towards the discovery of new therapeutic targets
against maladaptive hypertrophy and heart failure. The purpose of the current protocol
was to investigate the difference in the profile of microRNAs expression in a cardiac
pressure overload model of hypertrophy induced by transverse aortic constriction and a

physiological model of hypertrophy induced by regular swimming.

METHODS

Animals

All animals were treated in accordance with the Guidelines for the Care and Use
of Laboratory Animals prepared by the National Academy of Sciences and published by
the National Institutes of Health (NIH publication no. 85-23, Revised 1996). The protocol
was approved by the Ethics Committee on Animal Use in Research of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (Project numbers #11-0470, #12-0259, #11-0473, and #14-
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0082). Eight to fourteen week-old male Balb/c mice were studied and kept at the
experimental animal facility in the Research Center of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, under light and dark cycles of 12 hours, room temperature ranging from 20-25°C,
and water and chow ad libitum. The animals were divided into four groups: sedentary
(SED, N=12), swimming (SWIM, N=15), operated but non-constricted (SHAM, N=20) and
operated with transverse aortic constriction (TAC, N=20). Analyses were performed after

28 days (SED and SWIM) and 35 for SHAM and TAC groups.

Models of cardiac hypertrophy

Physiological cardiac hypertrophy — Swimming protocol

Animals were randomly allocated to sedentary (SED) or exercise-training groups
(SWIM) to be evaluated after 28 days of swimming protocol. The water temperature for
swimming training was 30-32°C during all sessions. Briefly, during the first week the load
of exercise was increased by 10 min every day, starting with 20 minutes in day 1 until the
fifth day, then in the sixth and seventh days the time was increased by 15 minutes every
day, reaching a total of 90 minutes per day. Thereafter, the training session occurred in
a frequency of 5 days per week, for 90 minutes per day, until the twenty-eighth day. To
minimize the influence of water stress, sedentary animals were placed in the pool for five

minutes twice a week during the experimental protocol °.
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Pathological cardiac hypertrophy

Transverse aortic constriction (TAC) was conducted as described previously?%-22,
Briefly, mice were anesthetized with 2.5% isoflurane in 0.1mL O2 and intubated for
mechanical ventilation (Model 687, Harvard Apparatus). Mice were ventilated with a
constant volume of 0.2 mL and a respiratory rate of 140 breaths per minute. Animals were
placed on a heating pad at 37°C and surgical procedures were performed using a stereo
microscope (Leica M80). An incision was made on the sternum and the aortic arch was
exposed and tied off (6-0 silk suture) together against a 26G (9 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 (0.1 mg/kg s.c.) for analgesia. The procedure in SHAM mice were identical,
but without the aorta constriction. All mice were allowed to recover in a 37°C recovery

chamber with oxygen supplied overnight.

Heart weighing and tissue collection

To avoid water stress, the tissue collection from animals from the swimming and
sedentary groups was performed 24 hours after the last swimming session, which was
28 days after the first training. For TAC and SHAM groups tissues were harvested after
35 days from initial surgery. All the animals were weighed and anesthetized with xylazine
(100 mg/kg) and ketamine (10 mg/kg), followed by surgical chest opening and rapid

excision of the heart. Then, the atriums and the right ventricle were excised to isolate the
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left ventricle. The left and right ventricles were weighed to calculate the left ventricle to

body weight ratio (LV/BW in mg/g).

mRNA and microRNA extraction and quantitative real time PCR

Total RNA and miRs were extracted with a miRNAeasy mini kit (Qiagen, USA) from
LV samples, according to the manufacturer’s instructions. Total RNAs and the portion that
was enriched for miRs were stored at -80°C for subsequent molecular analyses. The
concentration of RNA was determined by NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

(NanoDrop Tech., DE).

The reverse transcription (RT) reactions were processed from total RNA using
High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems), according to the
manufacturer’s instructions. mRNA levels were evaluated using TagMan® Gene
Expression Assays probes (Applied Biosystems Inc., USA) and the data was normalized
for glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene (Gapdh). The gRT-PCR reactions
were run in triplicate in a 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Inc., USA).
The relative expression of each gene was calculated with the comparative threshold cycle

(2-22Ct method 2.

Microarray analysis and functional enrichment of microRNAs target genes

We selected a subgroup of 20 samples to perform the microarray analysis based
on left ventricular weight, LVW/TL ratio and Nppa gene expression levels. We included

animals from the extremes of all groups to make sure we had hypertrophied hearts on
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TAC and SWIM groups compared to SED and SHAM groups. Data from the subgroup

included in the microarray are presented in Table 1.

Each of the 20 samples were subjected to analysis on the GeneChip Scanner 3000
7G Affymetrix platform. Hybridization, washing and staining were performed using
GeneChip® Hybridization, Wash, and Stain Kit (GeneChip® miRNA 4.0 Array and
Flashtag™ Bundle, Affymetrix), and scanning was performed using GeneChip Scanner
3000 7G Affymetrix. We also included the GeneChip® Hybridization Control Kit for
controls and normalization purposes. All the procedures were executed according to the

manufacturer’s instructions (Affymetrix).

To explore the functional consequences of differentially expressed microRNAs, we
first determined their target genes by integrating experimentally validated targets with
computationally predicted targets. A set of microRNA-target interactions with
experimental support was collected from miRTarBase (release 6.0)%*, restricting for
interactions classified as functional, including those with weak evidence. In addition, three
computational tools for target genes prediction were accessed, namely starBase v2.0%°,
TargetScan (release 6.2)%° and Diana Micro T v4.0 %/, and data was filtered to reduce
false positives among predicted targets. For starBase v2.0, target sites were required to
be predicted by at least two of the five softwares in addition to the experimental support
from CLIP-Seq data. For TargetScan (release 6.2), only predictions with total context
score less than -0.3 and context score percentile higher than 50 were kept. Finally, Diana
MicroT v4.0 predictions were filtered using a score cutoff of 0.5. All microRNAs identifiers

were mapped to annotations from miRBase version 21 in order to allow consistent data
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integration. The union of all target genes retrieved from the microRNA-target interactions

obtained from the aforementioned sources was used for further analyses.

Next, we performed functional enrichment analysis of target genes using biological
pathways annotation from the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome (KEGG)
database % and the clusterProfiler R package 2° through the enrichKEGG(?) function.
Pathways annotated under the “Cancers: Overview” and “Cancers: specific types”
categories were removed from the analysis. Over-representation of functional categories
was investigated both for the sets of genes targeted by up regulated and down-regulated
microRNAs, and for the target genes of each microRNA separately. Statistical
significance of enriched functional categories was estimated based on a hypergeometric
test and corrected for multiple hypotheses testing using the False Discovery Rate method.
KEGG terms with an adjusted p-value < 0.05 were considered strongly over-represented

for the gene sets analyzed.

Statistical analysis

All values are expressed as the mean £ SD or SEM. Comparisons of parameters
among three or more groups were analyzed by a one-way ANOVA for single factors,
followed by Turkey’s correction for multiple comparisons. A two-tailed p value <0.05 was
considered statistically significant. Statistical analyses were performed using GraphPad

Prism version 6 for Windows.
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RESULTS

Morphological Effect of Interventions

The animals from the SWIM group were lighter than the SHAM and TAC group
probably because of the caloric waste related to the daily swimming protocol (Figure 1A
and 1B, p< 0.05 for both) also, sedentary animals were not different from SHAM animals
(Figure 1A, p>0.05). The heart weight increased 20% in TAC animals compared to SHAM
(p<0.001) and 29% compared to SWIM group (p<0.0001) as depicted in Figure 1B. When
compared to sedentary animals, TAC group had an increase of 38% in heart weight
(p<0.0001), and the SWIM group had an increase of 7% compared to sedentary animals
(Figure 1B). The right ventricular weight was similar among all groups (data not shown),
whereas the left ventricle was heavier in the TAC group compared to SHAM animals
(increased by 25%, p<0.0001), compared to SWIM (increased by 19%, p<0.001) and
SED animals (increased by 36%, p<0.0001) as depicted in Figure 1C. The ratio between
LV weight and tibia length (LVW/TL) is not affected by animal weight or body edema and
is a more representative measurement of LVH. Left ventricle weight/tibia length ratio
(LVW/TL — mg/mm) was greater in TAC animals compared to the SHAM group (increased
by 24%, p<0.0001) as well as compared to the SED group (14% higher, p<0.0001), as
shown in Figure 1D. Similarly, the SWIM group had a greater LVW/TL than SED animals
(increased by 15%, p<0.05), although it was smaller than the hypertrophy observed in

TAC group (20% higher in TAC animals, p<0.001), showed also in Figure 1D.
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Fetal Gene Analysis

Reactivation of fetal gene expression patterns has been demonstrated to play a
crucial role in cardiac diseases, including LVH3% 3", The switch from adult a-myosin heavy
chain (MHC) isoform (Myh6) to fetal B-MHC isoform (Myh7) is a well-known process
during cardiac hypertrophy as well the robust expression of B-type natriuretic peptide

(BNP) in heart failure and hypertrophy 2.

We analyzed the fetal gene reprogramming in both models of hypertrophy
including Myh6, Myh7 and Nppa gene expression. The gene expression of Myh6 was
similar between the SED and SWIM groups (Figure 2A). However, the SHAM group
demonstrated a decrease in Myh6 expression compared to the SWIM and SED groups
(p<0.0001 for both analyses). Additionally, the TAC group also demonstrated a reduction
in Myh6 expression levels compared to SWIM (p<0.05) and SED (p< 0.01) groups (Figure
2A). Levels of Myh7 were increased only in TAC animals compared to SHAM animals as
depicted in Figure 2B (p<0.01). We were unable to detect a difference among all groups

regarding to the levels of Nppa gene expression (Figure 2C).

MicroRNAs microarray analysis

As discussed above, microRNAs have an important role in many biological
processes, including cardiovascular development and disease33-%. However, the next
generation sequencing and microarray continuously provide new microRNAs that could
be involved in many cellular pathways3® 37. We used microarray approach to evaluate

3163 microRNAs among the SED, SHAM, SWIM and TAC groups (n=4-6 per group).
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Sixty-two microRNAs were deregulated among these groups (Figure 3A, p<0.01;
for detailed miR see Supplemental Table 1). We can observe in Figure 3B that there are
19 microRNAs exclusively differentiated in TAC compared to SHAM, as well 15 others
miRs that are differentially expressed between SWIM and SED groups (p<0.05 for both
comparisons). Interestingly, only 3 microRNAs, miR-21a-5p, miR-206-3p and miR-1983,
were up regulated in both pathological and physiological hypertrophy, compared to SHAM

and SED, respectively.

Differential microRNAs expression comparing physiological (SWIM) and
pathological (TAC) hypertrophy is depicted in Figure 4. We found 40 microRNAs
deregulated in TAC animals compared to SWIM animals: 28 were upregulated
microRNAs and only 12 were downregulated (Figure 4A). When we analyzed TAC versus
SWIM we found only 20 microRNAs that were deregulated solely between these two
groups (p<0.05 and 2<FC<2, Figure 4B). TAC group presented 12 upregulated
microRNAs (miR-193a-3p, miR-299a-5p, miR-127-5p, miR-214-5p, miR-188-5p, miR-
326-3p, miR-6395, miR-547-3p, miR-199a-5p, miR-381-3p, miR-223-3p and miR-199b-
5p) and 8 downregulated microRNAs compared to SWIM group (miR-708-5p, miR-30c-
1-3p, miR-22-5p, miR-6921-5p, miR-30a-3p, miR-30e-3p, miR-27a-5p and miR-6975-5p)
as depicted in Figure 4B. Comparing the swim animals who presented physiological
hypertrophy with sedentary animals we found only 14 microRNAs deregulated, eight of

them were upregulated and six were downregulated (Figure 4C).
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Computationally Predicted Targets and Functional Enriched Analysis

A total of 4970 microRNA-target gene interactions were retrieved from
miRTarBase, starBase, TargetScan and Diana MicroT databases, comprising 17 out of
the 20 microRNAs of interest and 3811 genes. Among these, 808 interactions have
support from experimental validation and 4162 are based solely on computational
prediction (Supplemental Table 2). No target genes were found for mmu-miR-6921-5p,
mmu-miR-6395 and mmu-miR-6975-5p with the adopted filtering criteria. Functional
enrichment analysis performed with KEGG Pathway database and -clusterProfiler
returned a total of 4 pathways over-represented among the targets of down-regulated
microRNAs (665 genes) and 80 pathways strongly associated with the target genes of
up-regulated microRNAs (3394 genes). A total of 248 target genes are shared among
up- and down-regulated microRNAs. We selected the most enriched pathways containing
the targets from up and down regulated microRNAs (p<0.05, Figure 4C). Among them,
we should point out the PI3K/Akt signaling, mTOR and apoptosis pathways, all involved

in cardiac adaptation and hypertrophy.

DISCUSSION

In this study, we compared physiological cardiac hypertrophy induced by
swimming with a pathological model for cardiac hypertrophy induced by TAC. As
demonstrated, the TAC model had a greater degree of hypertrophy than the SWIM model.
In addition, the fetal gene reprogramming was activated in TAC animals as shown by the

change in gene expression levels of Myh6 and Myh7. We were able to detect microRNAs
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that were modulated only in TAC hypertrophied hearts compared to the adaptive
hypertrophy induced by swimming. These microRNAs could help to comprehend the shift
that occurs in the cardiomyocytes that migrates from an adaptive growth to a maladaptive

and dysfunctional phenotype.

Out of more than 3000 microRNAs, only 20 were differently expressed between
the hypertrophy models. Some of these microRNAs were extensively studied in
cardiovascular sciences such as miR-22-5p, miR-30c and miR-214-5p. Our findings
show an increase in miR-214-5p levels in TAC hearts which is in accordance with a recent
study that demonstrated elevated levels of miR-214 in plasma from heart failure patients
and in tissue from explanted hearts affected with severe heart failure38. Previous studies
have reported an elevation of miR-214 levels after TAC 38 3% and overexpression of miR-
214 in transgenic mice induced the development of cardiac hypertrophy with more severe
functional dysfunction with declined LV fractional shortening and ejection fraction, and
increased dilation 3°. On the other hand, miR-214 expression levels increased after H202
treatment in cardiomyocytes in a dose dependent manner, probably as a defensive
response since apoptosis was reduced when cells were treated with pre-miR-214 40, A
miR-214 knockout mice model indicate an increased susceptibility to death after
myocardial infarction compared to wild types. They indicated that genetic deletion of miR-
214 in mice causes loss of cardiac contractility, increased apoptosis, and excessive
fibrosis in response to ischemia/reperfusion injury*. It seems that low levels of miR-214
are associated with a better outcome in these experimental models of cardiovascular
diseases and perhaps the augmentation in its levels could be, in part, a compensatory

mechanism to the heart.
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The TAC model of pathological hypertrophy demonstrated reduced levels of
expression of miR-30c-1-3p, miR-30a-3p and miR-30e-3p. All these three microRNAs
have been studied in myocardial remodeling, cardiomyopathy or other cardiovascular
related processes?*? 43 444546 | evels of miR-30c were reduced in patients with heart
failure compared to healthy individuals regardless whether LVEF was reduced or
preserved*’. It was also decreased in patients with aortic stenosis submitted to valve
replacement surgery and in animals after TAC* 48 Furthermore, pre-miR-30c
conditioned medium had a pro-hypertrophic effect on cardiomyocytes derived from
mouse embryonic stem cells and its levels were significantly reduced in a mouse model
of pathological but not physiological hypertrophy#®. Interestingly, miR-30a levels were
reduced in cardiac tissue of TAC model but increased in plasma from those animals and
in plasma samples from patients with LVH. The treatment of cardiomyocytes with miR-
30a mimic attenuated the angiotensin ll-induced up-regulation of hypertrophy-related
genes and decreased the cardiomyocyte surface area. Conversely, treatment with miR-
30a inhibitor enhanced the up-regulation of hypertrophy related genes and increased the
surface area of cardiomyocytes induced by Angiotensin 1143, Moreover, microRNAs
belonging to the miR-30 family including miR-30a, -30b, -30c, -30d and -30e were all
downregulated in endoplasmic reticulum stress, a common subcellular response to
stresses, induced by H202 in cardiovascular cells*2. Based on the data above and on our
findings it seems that the miR-30 family has an important role in cardiac homeostasis
since it is related to cell stress and growth, turning to be a potential biomarker of heart

failure.
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Previous studies have suggested that miR-22 overexpression induces
cardiomyocyte hypertrophy and heart failure 4%52 mediated by impairment of Ca+2
handling by reducing SERCA2 activity in cardiomyocytes 52. Conversely, miR-22
knockout mice developed more dilation, reduced ventricular function, accentuated fibrosis
and a smaller hypertrophic response to isoproterenol treatment®2. Similar findings were
observed when a cardio-specific miR-22 knockout was evaluated. These animals
displayed a small degree of hypertrophy but also reduced LV fractional shortening and
progressed to dilated cardiomyopathy®'. Conceivably the reduced levels of miR-22 found
in our pathological model of hypertrophy are also related to a dilated condition and heart

failure progression associated with this model.

The role of miR-27a in cardiac failure and hypertrophy is controversial. We found
a decrease in miR-27a-5p levels in the TAC animals, in accordance with others studies
that showed reduced miR-27a levels in similar models, aortic stenosis and ischemic
cardiomyopathy%3-%%. A previous study, however, demonstrated that miR-27 was
increased in patients with heart failure compared to healthy subjects®. MiR-27a increases
R-MHC gene expression in ventricular myocytes and promotes skeletal muscle myoblast
proliferation®”- %8, In addition, miR-27a was demonstrated to modulate R-MHC gene
regulation via thyroid hormone signaling and to be upregulated during the differentiation

of mouse embryonic stem (ES) cells®®.

The levels of miR-206 were increased in TAC-induced and exercise-induced
hypertrophy, as well as after MI%%. It has also been associated with glucose-mediated
apoptosis in cardiomyocytes®’, and regulation of myogenic differentiation and increased

protein synthesis in post-mitotic cells of the myogenic lineage®'. Mooren et al evaluated
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miRs in plasma of individuals before, directly after, and 24 h after a marathon and
analyzed their relation to conventional biochemical, cardiovascular, and performance
indexes®2. MiR-206 had the strongest increase and its levels were correlated to aerobic
performance parameters such as maximum oxygen uptake (VO2max) and running speed
at individual anaerobic lactate threshold®2. Recently, a study showed that cardiac-specific
overexpression of miR-206 in mice induced hypertrophy and protected the heart from
ischemia/reperfusion injury; whereas suppression of miR-206 exacerbated
ischemia/reperfusion injury and prevented pressure overload induced cardiac
hypertrophy®3. Our findings are in agreement with these reports, showing increase of miR-
206 after exercise and after TAC. MiR-206 is a pro-hypertrophic microRNA modulating

cardiac growth possibly independent of its stimuli.

MiR-1983 levels were increased in both hypertrophy models. To the best of our
knowledge, this is the first time it has been described to be altered in a cardiac
hypertrophy models. Edinger et al demonstrated that aldosterone stimulation alters miR
expression in mouse cortical collecting duct epithelial cells and could participate as
mediators in aldosterone signaling in principal cells of the distal kidney nephron,
regulating Na+ homeostasis®. As it is well known, dietary sodium restriction is arguably
the most frequent self-care behavior recommended to patients with heart failure and is
endorsed by all HF guidelines®. Thus, miR-1983 could be a new factor involved in LVH

and subsequent failure. Further studies are needed to corroborate this hypothesis.

Because of the capacity of a miR to bind to many different targets, when we
analyzed the pathways that altered miRs could be modulating over a hundred KEGG

pathways appeared. Therefore, we decided to analyze in depth the top enriched
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pathways by miR targets. Some of these pathways are particularly attractive in the
processes known to be involved in hypertrophy, such as mTOR, Pi3K, Foxo and
apoptosis signaling. For example, it is well known that the PI3K-Akt pathway regulates
cardiomyocyte size, survival, angiogenesis, and inflammation in both physiological and
pathological cardiac hypertrophy®-"1. Also, mTOR, which is a downstream target of PI3K-
Akt activation, has been found to be associated with the onset of heart failure, is elevated
in cardiac tissue from heart failure patients and can prevent cardiac dysfunction in
pathological hypertrophy 72. However, transgenic mice with cardiac-specific
overexpression of either dominant negative or constitutively active mTOR showed cardiac
hypertrophy similar to WT animals following physiological and pathological stimuli’3.
Those pathways showed up in the functional analysis because they are intrinsically

involved in many steps of cardiovascular development, survival and growth.

Some methodological aspects of the current protocol deserve consideration. We
lack cardiac function analysis to demonstrate the difference between the pathological and
physiological hypertrophies. Validation of microarray data by qRT-PCR is also necessary.
Moreover, functional studies in cultured cardiomyocytes of specific microRNAs that were
deregulated in the current analysis could add important insights related to their function

and targets.

In conclusion, we demonstrate that pathological hypertrophy induced by pressure
overload is indeed more evident than the physiological hypertrophy induced by swimming.
We identified 20 microRNAs that were differentially expressed between these two models

of cardiac adaptation. In the future, after validation and functional analysis, these findings
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could lead to a novel targets mediated by one of these microRNAs to attenuate

pathological hypertrophy.
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Figure 1. Characterization of hypertrophic parameters in both models of
hypertrophy. (A) Body weight (grams - g) measured at the last day of the protocols; (B)
Heart weight (miligrams — mg); (C) Left ventricle weight (LVW in mg); (D) Left ventricle
weight to tibia length ratio (LVW/TL in mg/mm). 1-way ANOVA corrected by Turkey’s
post-hoc analysis, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, **p<0.0001.
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Figure 2
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Figure 2. mRNA levels of hypertrophic cardiac gene markers. (A) Myosin Heavy
Chain 6 (Myh6) mRNA levels; (B) Myosin Heavy Chain 7 (Myh7) mRNA levels;
(C) Natriuretic Peptide A (Nppa) mRNA levels; All data were normalized to sedentary
gene groups. 1-way ANOVA corrected by Turkey’s post-hoc analysis, *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, **p<0.0001.
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Table 1. Hypertrophic parameters from animals submitted to microarray analysis of

microRNA expression.

Body (g) Heart (mg) LV (mg)
Sedentary 29+1.8 112+3.3 83+2.9
SHAM 27+0.6 127+10.6 91+4.9
SWIM 26+1.62 130+4.8 105+3.7°
TAC 27+1.3 193+25.33,9F  143+14.0°%9

ANOVA P-value 0.06 0.01 <0.0001

VD (mg) LV/TL Ratio Nppa Levels
29+1.2 5.0+0.2 1.3+0.6
24129 5.7+0.4 2.610.3
26+2.5 6.3+0.2¢ 2.8+0.5
26.5+4.4 8.7+0.6°f9 11.34£3.92

NS <0,0001 0.01

Data are presented in mean SD, except Nppa levels that are presented in meantSEM. Nppa levels were normalized to sedentary

groups. 1-way ANOVA corrected by Turkey’s post-hoc analysis.

ap<0.05 vs Sedentary;
bp<0.01 vs Sedentary;
°p<0.001 vs Sedentary;
9p<0.0001 vs SHAM;
¢p<0.05 vs SWIM;
'p<0.0001 vs SWIM;
9p<0.0001 vs Sedentary;
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Figure 3
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Figure 3. MicroRNA microarray expression. (A) Heat map for microRNAs expression
levels in Sedentary (SED), SHAM, SWIM and TAC groups. Red indicates upregulated
and blue indicates down regulated microRNAs. Data we compared by 1-way ANOVA with
Welch’s modification. Only comparisons with p<0.01, and FC > 2 or FC < -2 are showed;
(B) Venn diagram showing the number of microRNAs deregulated, either down or
upregulated, in pairwise comparisons. Differential Expression (DE) Criterion: FC > 2 or
FC < -2, and p-value < 0.05.
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Figure 4
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Figure 4. MicroRNA expression in cardiac pathological compared to physiological
hypertrophy. (A) Volcano plot showing microRNA expression data. Red dots indicate
upregulated microRNAs and blue dots indicate downregulated microRNAs. The
magnitude of fold-changes are showed in X-axis while the statistical significance (-log10
of p-value) is on Y-axis. (B) microRNAs deregulated only between pathological and
physiological hypertrophy. Differential Expression (DE) Criterion: FC > 2 or FC < -2, and
p-value < 0.05.
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Figure 5
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Figure 5. Pathways target by microRNAs differentially expressed between
physiological and pathological hypertrophy. The graph shows the top 10 KEGG
enriched pathways with the potential microRNAs targets derived from microRNAs that
were down regulated or upregulated (p < 0.05) when physiological and pathological
hypertrophy were compared. For the down-regulated microRNAs, only four pathways met
the conditions to be included.
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DISCUSSAO

Neste estudo de doutorado nosso objetivo foi analisar as diferengas nos niveis de
expressao de microRNAs em dois modelos distintos de hipertrofia cardiaca: modelo
patolégico induzido por sobrecarga de pressdo e o modelo fisiolégico induzido por
exercicio fisico. Nossa hipdtese é de que minimas diferengas em nivel de regulagao
génica poderiam explicar as diferengas morfolégicas e funcionais vistas nos dois
fendtipos hipertroficos. Ambos os modelos animais de hipertrofia sdo bem descritos e
muito utilizados por outros investigadores (lemitsu, Miyauchi et al. 2001, Evangelista,
Brum et al. 2003, de Almeida, van Oort et al. 2010, Houser, Margulies et al. 2012, Ma, Qi
et al. 2013, Radovits, Olah et al. 2013, Kovacs, Olah et al. 2015, Conceicao, Heinonen
et al. 2016), o que nos possibilitou escolher tempos de avaliagdo nos quais 0 processo
de hipertrofia cardiaca ja estaria estabelecida, 28 dias para os animais da natagéo e 35

dias para os animais submetidos a cirurgia de bandeamento aortico.

Primeiramente, nos questionamos qual seria o0 melhor grupo calibrador para os
dados de expressédo génica e de microRNAs visto que dispunhamos de dois grupos
controles bastante distintos no que diz respeito ao tratamento ao qual foram submetidos.
Por um lado, temos o grupo sedentario que nao sofreu nenhum tipo de intervencéo, e
por outro lado temos o grupo SHAM, que foi submetido aos mesmos procedimentos
cirargicos do grupo TAC, porém, sem a constrigdo aortica. O fato dos animais SHAM
serem submetidos a uma cirurgia, embora sem a constricdo, ja poderia ser considerado
um fator de confusao visto que ha processo inflamatério e de cicatrizagao decorrente do

modelo.
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Para responder a esta pergunta, normalizamos os niveis de expressdo de
determinados microRNAs e genes de duas maneiras. A primeira delas foi normalizar os
dados de hipertrofia fisiolégica pelos dados dos animais sedentarios, e os dados de
hipertrofia patologica pelos dados dos animais SHAM. A segunda forma de analise foi
normalizar todos os dados de expressao pelo grupo sedentario, considerando que este

grupo nao sofre nenhum tipo de intervengao.

De forma bastante interessante, nossas andlises demonstraram haver uma
diferenca nos resultados dependendo de como se normalizavam os dados. A expressao
de genes fetais, tais como Myh7 e Nppa, acontece em modelos de hipertrofia cardiaca
patoldgica e insuficiéncia cardiaca (Rajabi, Kassiotis et al. 2007, Taegtmeyer, Sen et al.
2010, Kuwahara, Nishikimi et al. 2012, Nandi and Mishra 2015). Ao analisarmos os niveis
desses dois genes da primeira maneira ndo encontramos diferengas para os niveis de
Myh6 entre os grupos. Porém, quando a analise dos dados foi normalizada pelo grupo
sedentario para todos os outros grupos, diferengas significativas apareceram. Do mesmo
modo, ao analisarmos os dados de expressao de Myh7, observamos que os animais do
grupo TAC apresentavam aumento de expressédo em relagédo a todos os outros grupos
(SED, EXE e TAC). Entretanto, quando os dados foram todos normalizados pelo grupo
sedentario, os niveis de Myh7 apenas estao aumentados na comparagao do grupo TAC
com o grupo SHAM. Fica demonstrado que embora n&o tenham havido mudangas de
estrutura e fungdo cardiaca no grupo SHAM, este se exibe diferengas moleculares em

relagdo ao grupo sedentario.

Da mesma forma, comparamos os niveis de microRNAs utilizando as duas

normalizacbes e obtivemos resultados diferentes. Os niveis de miR-27a estavam
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aumentados no grupo TAC em comparagao com os animais do grupo exercicio. Contudo
ao analisarmos os dados com a normalizagcao pelos niveis dos sedentarios, perde-se
esta diferenga de expressdo. E importante destacar que o gene de referéncia para a
normalizagdo dos niveis dos microRNAs foi o cel-miR-39, um microRNA sintético que

nao sofre qualquer influéncia de variabilidade de amostra.

Alguns estudos com modelos animais ja comegaram a incluir pequenos grupos de
animais sem quaisquer intervencdes para que se possa fazer uma comparagao mais
rigorosa com o estado natural daquele modelo (Hu, Xu et al. 2016, Tang, Li et al. 2016).
Esse tipo de controle é amplamente utilizado em estudos in vitro em cultura de células
nos quais o ideal € haver um grupo de células sem qualquer tratamento para que seja
utilizado como referéncia. Quando se migra para modelos in vivo, mais complexos, como
€ caso de roedores, € muito comum termos apenas grupos SHAM como controle do
experimento. Isso provavelmente acontece por motivos de restrigdo de verba financeira
para dispor de mais animais na analise ou questdes éticas sobre o numero de animais
utilizados na pesquisa. Porém, se ndo houver um grupo de animais controles o mais
proximo possivel do estado natural dos animais pode-se subestimar ou superestimar os

resultados encontrados.

Com a certeza de que esse € um ponto importante em varios estudos que
envolvem analise da expressao génica, elaboramos um artigo metodoldgico visando a
discusséo desse aspecto, ndo apenas neste trabalho, mas de uma forma geral. Nossa
sugestao é de que se deva incluir um pequeno numero de animais sem tratamento algum
nos estudos, para melhorar a qualidade dos dados gerados, reduzindo a variabilidade

inerente dos modelos de pesquisa e, provavelmente, aumentando a reprodutibilidade
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dos resultados. Sendo assim, acreditamos que um pequeno grupo de animais naive deva
ser utilizado como referéncia em protocolos de pesquisa que incluam cirurgias de maior
porte como por exemplo, os modelos de constricdo adrtica e ligadura de artérias
coronarias para induzir infarto, entre outros. Consequentemente, a partir do exposto no
primeiro artigo desta tese, as analises subsequentes foram todas feitas utilizando-se a
normalizacdo dos dados de expressdo génica ou de microRNAs pelos grupos

sedentarios.

No segundo artigo desta tese, testamos a hipétese de que os niveis de expressao
de microRNAs sao diferentes entre a hipertrofia fisiolégica e patolégica. Para testar esta
hipétese utilizamos o protocolo de natagcdo para indugdo de hipertrofia fisiologica e o
protocolo de bandeamento adrtico para indugcdo de hipertrofia patoldgica. Nos dois
modelos de hipertrofia observamos aumento do peso do coragdo bem como do peso do
ventriculo esquerdo. A medida mais acurada de hipertrofia se da pela razdo do peso do
ventriculo esquerdo corrigido pelo comprimento da tibia do animal. Esta medida n&o é
influenciada por alteragcdes de peso do animal, fato observado no nosso protocolo nos
animais do grupo de natagdo que devido ao esforgo fisico perderam peso corporal
durante o protocolo, e reflete de forma mais clara o grau de hipertrofia desenvolvido em

cada modelo.

A reativagado dos genes fetais € um fato bastante caracteristico dos modelos de
dano cardiaco (Qu, Zhou et al. 2007, Taegtmeyer, Sen et al. 2010, Nandi and Mishra
2015), e parece ocorrer como uma resposta adaptativa do coragao frente a estimulos
danosos. NOs observamos uma redugao dos niveis de Myh6 nos animais submetidos ao

modelo de TAC comparado com os animais do grupo natagao. Além disso, os niveis de
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Myh7 estavam aumentados apenas no grupo TAC em relagao ao grupo SHAM e apesar
de os niveis de Nppa apresentarem uma tendéncia de aumento no grupo TAC, este nao
foi um aumento significativo. A auséncia de diferenga nos niveis de Myh7 e Nppa pode
ser devido ao fato de termos causado apenas uma hipertrofia patolégica sem alteragcao
drastica de fungao cardiaca, pois os niveis destas duas moléculas tendem a aumentar
em coragdes com insuficiéncia cardiaca estabelecida. Dados de fungédo cardiaca como
fragdo de encurtamento, fragcdo de ejecdo do VE e dados de didametro de camaras
certamente ajudariam a explicar estes achados. Embora tenhamos realizado
ecocardiograma em um subgrupo de animais (dados ndo mostrados), a qualidade das
imagens ndo nos possibilitou uma analise fidedigna dos dados de fungéo cardiaca. Isso
provavelmente se deva ao fato de o transdutor ecocardiografico ndo ter sensibilidade e
acuidade suficiente para a aquisicdo de imagens em pequenos roedores devido a alta

frequéncia cardiaca e o tamanho pequeno do coragao destes animais.

Existem diversos estudos que analisam os niveis de expressao de microRNAs em
modelos de hipertrofia cardiaca patologica e fisiologica (Care, Catalucci et al. 2007,
Callis, Pandya et al. 2009, Fernandes, Hashimoto et al. 2011, Jentzsch, Leierseder et al.
2012, Ma, Qi et al. 2013, Hirt, Werner et al. 2015, Liu, Liu et al. 2015, Yang, Del Re et al.
2015, Wang, Liew et al. 2016), porém estes trabalhos geralmente avaliam poucos
microRNAs e apenas um modelo de hipertrofia. Nossa proposta foi comparar as duas
formas de hipertrofia no que diz respeito a expressao de microRNAs utilizando a técnica
de microarranjo de microRNAs, o que nos possibilitou comparar todos os microRNAs até

entdo descritos para camundongos. Até o presente momento, ndo temos conhecimento
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de outro estudo que tenha utilizado esta abordagem para identificar os diferentes

microRNAs pertencentes a cada modelo de hipertrofia.

A comparagao dos niveis de expressao de microRNAs entre os quatro grupos
estudados (SED, SHAM, SWIM e TAC) apresentou resultados bastante interessantes. O
HeatMap demonstra que 62 microRNAs se expressam de forma distinta entre os grupos
(p<0.01). Observou-se ainda que 20 microRNAs apresentam mudancga de expressao,
aumento ou reducdo, quando grupo TAC é comparado ao grupo natagcdo. Da mesma
forma, 15 microRNAs apresentam mudancga de expressao na comparagao entre grupo
natacao e sedentario, e 19 microRNAs na comparacao apenas de TAC com SHAM. De
forma interessante, apenas 3 microRNAs demonstram uma mudancga de expressao em
todas comparagdes (miR-21, miR-206 e miR-1983). Discutiremos mais detalhadamente

alguns desses microRNAs abaixo.

O nosso principal objetivo era encontrar microRNAs que diferissem entre as
hipertrofias patoldgica e fisioldgica para tentar explicar a auséncia de disfungéo na ultima
em comparagao com a primeira. Por isso focamos nosso trabalho nos 20 microRNAs que
apresentaram expressao diferenciada na comparacado entre TAC em natagao. Dentre
esses microRNAs 12 apresentaram aumento de expressao no grupo TAC, enquanto 8
microRNAs exibiram expressao reduzida. Alguns desses microRNAs ja foram bastante
estudados na area cardiovascular, como por exemplo o miR-21, miR-22 e a familia do
miR-30 (Gurha, Abreu-Goodger et al. 2012, Gurha, Wang et al. 2013, Huang, Chen et al.
2013, Pan, Zhong et al. 2013, Chen, Ma et al. 2014, Huang and Wang 2014, Yang, Gu
et al. 2014, Yan, Chen et al. 2015, Li and Maegdefessel 2016, Zhang, Cai et al. 2016),

entre outros.
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Dentre estes microRNAs destaca-se o miR-193a-3p que apresenta um aumento
de expressao no grupo TAC em comparagao com o grupo SWIM. O miR-193a-3p tem
sido associado a supressao tumoral, resisténcia quimioterapica e inducao de apoptose
(Li, Deng et al. 2015). Um estudo recente (Deng, Lv et al. 2015) demonstrou que células
com altos niveis de miR-193a-3p apresentavam maior resisténcia a quimioterapia bem
como a radioterapia. Os autores atribuem essa resisténcia ao fato de o miR-193a-3p ter
como alvo a proteina PSEN1 (Presenilin 1), cuja redugao de niveis intensifica a quimio-
tolerancia. Além disso, baixos niveis de miR-193a-3p em células tumorais correlacionam-
se com aumento de apoptose e inibicdo de crescimento celular (Deng, Lv et al. 2015).
Estes achados corroboram outro estudo de 2013 que demonstra que o miR-193a-3p tem
efeito inibitério sobre o crescimento celular por causar danos aos DNA, acumulo de
espécies reativas de oxigénio e induzir apoptose em linhagem de glioma. O miR-193a-
3p reduz os niveis da proteina anti-apoptética Mcl-1 causando assim a indugao de
apoptose nesse modelo celular (Kwon, Kim et al. 2013). Outro mecanismo pelo qual o
miR-193a-3p pode regular o crescimento celular e apoptose € pela inibigdo dos niveis de
c-kit, uma tirosina quinase proto-oncogénica associada a sobrevivéncia celular, em
linhagens celulares de leucemia mieloide aguda (Gao, Lin et al. 2011). Portanto, os altos
niveis de miR-193a-3p encontrados no modelo patoldgico de hipertrofia poderiam estar

associados aos maiores niveis de apoptose descritos previamente no modelo de TAC.

Um outro aspecto comum a diversa das doengas cardiovasculares € a presenca
de inflamag&o apos insulto as células cardiacas (Dick and Epelman 2016, Westman,
Lipinski et al. 2016, Yang, Lv et al. 2016). Neste contexto inflamatorio um estudo sobre

lupus eritematoso sistémico (LES) demonstrou que os niveis de miR-326 estavam
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aumentados nas células T regulatérias de pacientes com LES em comparagdo com
controles. Além disso, os niveis de expressao de miR-326 nas células regulatérias de
pacientes com LES se correlacionaram positivamente com os niveis de proteina C
reativa, uma proteina de fase aguda conhecida como biomarcador inflamatério (Sun, Tao
et al. 2016). Sendo assim, como nossos resultados mostraram um aumento dos niveis
de miR-326-3p no grupo TAC comparado ao SWIM, isso pode dever-se ao fato de o miR-
326-3p estar mediando os processos inflamatorios que ocorrem durante a hipertrofia

patologica.

Os microRNAs também podem contribuir para a regulacdo dos niveis de calcio
intracelular, como por exemplo o0 miR-25 que atua sobre a SERCAZ2 nos cardiomidécitos
(Wahlquist, Jeong et al. 2014). Outro microRNA que parece estar envolvido com
regulagéo de niveis de calcio e apoptose celular € o miR-708-5p, pois ja foi demonstrado
que este microRNA age como supressor tumoral por reduzir os niveis da neuronatina,
proteina de reticulo endoplasmatico, e por reduzir os niveis intracelulares de calcio em
cancer de mama (Yang, Wei et al. 2015). Nos estagios mais avangados da hipertrofia
patolégica com disfungdo cardiaca ocorre um desequilibrio das reservas de calcio
intracelulares associado com menor contratilidade cardiaca (Schaub, Hefti et al. 1998,
Park and Oh 2013, Melo, Barauna et al. 2015). O miR-708-5p parece estar envolvido
também com angiogénese e estresse de reticulo endoplasmatico e apoptose (Huebert,
Jagavelu et al. 2011). Talvez a reducdo de expressdo do miR-708-5p esteja direta ou
indiretamente modulando os niveis de calcio intracelulares nos cardiomidcitos também e

contribuindo para a disfung¢ao cardiaca apos cirurgia de TAC.
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Alguns microRNAs sao mais estudados em modelos celulares e experimentais de
tumores, como por exemplo o miR-193a-3p que estda associado a resisténcia a
quimioterapicos (Li, Deng et al. 2015) além de fazer parte de um painel de 5 microRNAs
(miR-193a-3p, miR-483-5p, miR-25, miR-214 e miR-7) capazes de distinguir nédulos
benignos de malignos em céncer de pulmao de células pequenas (Wang, Ding et al.
2015). Portanto, utilizar a técnica de microarranjo nos permitira identificar novos
microRNAs relacionados aos processos de hipertrofia cardiaca fisioldgica e patologica
contribuindo assim, para a identificagdo de novas rotas com potencial terapéutico ou

prognostico.

O exame de ecocardiografia fornece um diagnostico muitas vezes definitivo de
cardiomiopatia hipertréfica, revelando a presenca de hipertrofia ventricular em pacientes
sem outras causas primarias. A imagem por ecocardiografia também permite uma
analise da distribuicdo da hipertrofia e as técnicas que utilizam Doppler podem ajudar a
localizar e quantificar gradientes hipertréficos intraventriculares (Maron, Gottdiener et al.
1981, Cheitlin, Alpert et al. 1997, Cheitlin, Armstrong et al. 2003). As dimensdes
ventriculares internas, obtidas pelo modo-M guiado pelo ecocardiograma bidimensional,
podem ser usadas para estimar a massa do ventriculo esquerdo, hipertrofia ventricular
esquerda ou remodelamento concéntrico de forma mais sensivel e especifica do que o
eletrocardiograma ou o raio-X de toérax (Devereux, Casale et al. 1987, Devereux, Koren
et al. 1993, Grandits, Liebson et al. 1994, Foppa, Duncan et al. 2005). O uso de técnicas
mais sensiveis como a ressonancia magnética também fornece um bom diagnéstico, até
mais acurado do que a ecocardiografia, porém tem um alto custo associado e a sua

disponibilidade ainda é bastante limitada (Devereux, Casale et al. 1987, Germain, Roul
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et al. 1992). Os métodos citados aqui sao ferramentas bastante uteis na detecgao de
uma hipertrofia ja estabelecida e muitas vezes ja associada a um determinado grau de
disfungéo cardiaca. Contudo, torna-se cada vez mais importante associar marcadores
de dano precoce que permitam identificar processos iniciais antes da evolucédo para

insuficiéncia cardiaca.

Neste sentido, os microRNAs tornam-se uma ferramenta emergente como teste
adicional para deteccao precoce da hipertrofia cardiaca patolégica. Um estudo publicado
recentemente avaliou 27 pacientes com sindrome coronariana aguda (SCA) admitidos
na emergéncia hospitalar e seus niveis plasmaticos de microRNAs. Entre os microRNAs
avaliados, o miR-223-3p apresentou niveis elevados e correlacionados com niveis de
troponina bem como com os escores de GRACE (que estima mortalidade em 6 meses
apos admissao para pacientes com SCA) e Synthax (preditor de novos eventos
isquémicos). Além disso, o0s niveis de miR-223-3p estavam inversamente
correlacionados com a fungédo sistdlica, sendo considerado como um potencial
biomarcador para predigdo precoce de infarto agudo do miocardio (Coskunpinar,

Cakmak et al. 2016).

Além disso, um estudo derivado do ensaio clinico AtheroGene avaliou o potencial
dos microRNAs como biomarcadores para estratificacdo de prognéstico. Para tanto,
foram analisadas amostras de soro de 1112 pacientes com SCA ou angina pectoris
estavel e os niveis de microRNAs foram dosados e avaliados quanto ao potencial de
predizer morte por causa cardiaca. O nivel sérico de oito microRNAs candidatos foram
dosados (miR-19a, miR-19b, miR-132, miR-140-3p, miR-142-5p, miR-150, miR-186, e

miR-210) e os microRNAs -miR-132 (HR 2.85), miR-140-3p (HR 2.88), and miR-210 (HR

111



3.10) foram considerados preditores de morte por causa cardiaca (Karakas, Schulte et
al. 2016). Outro estudo do tipo caso-controle prospectivo que acompanhou 112
individuos por 10 anos e tinha como desfecho principal infarto agudo do miocardio fatal,
avaliou os niveis séricos de 179 microRNAs. Destes, o melhor modelo preditor de 1AM
consistia de um painel de cinco microRNAs, sendo eles miR-106a-5p, miR-424-5p, let-
79-5p, miR-144-3p e miR-660-5p, o que resultou na correta classificagdo de risco de
77,6% dos casos. Se adicionado ao escore de risco de Framingham, este painel de
microRNAs foi capaz de estratificar melhor este grupo de pacientes quanto ao risco de
apresentar o desfecho principal de infarto agudo do miocardio (Bye, Rosjo et al. 2016).
Estes estudos discutidos acima corroboram a ideia de que os microRNAs se tornarao
ferramentas que aprimorem os escores de classificagao de risco dos individuos, sejam
eles portadores de alguma doenga cardiaca ou ndo. Contudo, até o momento, ainda ndo
encontramos um estudo que avalie o real acréscimo de informagédo que os microRNAs
trariam aos dados ecocardiograficos no que diz respeito ao desenvolvimento de

disfuncao cardiaca.

Tendo em vista o possivel uso de microRNAs associados a outras praticas de
diagnostico ja existentes, nosso estudo é gerador da hipotese de que os microRNAs vao
melhorar a pratica de medicina preventiva existente. Para que essa hipétese seja testada
seria necessario desenvolver um experimento que avaliasse a variagcdo dos niveis de
microRNAs no soro ou plasma de animais submetidos ao modelo de TAC aliado a dados
de fungcédo cardiaca obtida por ecocardiograma. Este desenho experimental nos
possibilitaria identificar o momento em que a disfuncdo cardiaca comeca a se

desenvolver e correlacionar com as variagbes vistas nos niveis de determinados
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microRNAs. Caso acrescente-se um grupo de animais com hipertrofia fisiologica,
poderiamos, ainda, discernir entre um biomarcador de processo patolégico ou adaptativo

do coragao ao estimulo de crescimento.

Apds a identificagdo de um microRNA como biomarcador prognéstico de
disfuncao cardiaca com potencial para ser usado na pratica clinica, os estudos devem
dirigir-se para o entendimento do mecanismo de agao deste microRNA no organismo.
Para elucidar o mecanismo de acéo, deve-se realizar estudos sobre o comportamento
deste microRNA na ceélula cardiaca com experimentos de hipertrofia celular em
cardiomiocitos, por exemplo. Este tipo de abordagem necessita de avaliagbes de
expressao génica e proteica mediante desafio da célula com moléculas pro-hipertréficas
como a Endotelina-1 ou Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1)
(hipertrofia celular patolégica e fisiologica, respectivamente), posterior analise da
expressao do microRNA estudado e avaliacido da necessidade deste microRNA para o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. Isso € necessario porque talvez o microRNA
seja um biomarcador liberado pelas células cardiacas mediante estimulo hipertrofico, ou
ainda, podem ser liberados na corrente sanguinea simplesmente porque os
cardiomiocitos estdo morrendo como acontece com os niveis de TGO e TGP que sao

biomarcadores de lesdo hepatica (Ozer, Ratner et al. 2008, Sookoian and Pirola 2015).

Mesmo que este microRNA seja liberado na corrente sanguinea e apresente seus
niveis aumentados, para agir como molécula sinalizadora ele precisa entrar em contato
com a célula-alvo, seja por fagocitose de exossomos e microvesiculas ou ainda por
internalizacao deste microRNA a algum tipo de receptor de membrana. A fagocitose de

microRNAs que estdo dentro de exossomos ja € um processo bem descrito na literatura,
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sendo que estes podem carregar e entregar DNA, mRNA, microRNAs e proteinas para
locais especificos ou células associadas adjacentes. Alguns estudos demonstraram que
determinados microRNAs sdo primariamente encontrados no meio extracelular e que
esta € uma caracteristica dependente de condigbes fisiologicas e/ou patoldgicas
existentes (Noerholm, Balaj et al. 2012, Bye, Rosjo et al. 2016). De maneira bastante
interessante e original, Fabbri et al, demonstraram que microRNAs secretados por
células tumorais em exossomos eram capazes de se ligarem a alvos nas células
receptoras. Através de ensaios de imunoprecipitacdo eles demonstraram pela primeira
vez que os microRNAs miR-21 e miR-29a sdo capazes de se ligar diretamente ao
receptor Toll-like 8 (TLR8). Esta ligagado induz a ativagdo do NF-kB e aumenta a secregao
de citocinas pro-inflamatérias e pro-metastaticas como a IL-6 e TNF-a, o que por sua vez
acentua o potencial metastatico da linhagem celular LLC (Lewis Lung Carcinoma)
(Fabbri, Paone et al. 2013). Esta evidéncia de microRNAs com agdo paracrina no
microambiente tumoral possivelmente regulando crescimento e migragdo apresenta-se
como uma nova abordagem terapéutica seja na fisiopatologia do cancer ou de outras

doengas como as cardiovasculares.

Contudo, talvez o microRNA a ser estudado ndo seja um biomarcador liberado na
corrente sanguinea, mas sim um importante agente intracelular necessario ao
estabelecimento da hipertrofia cardiaca. Para responder esta pergunta, deve-se realizar
estudos de ganho e perda de fungdo do microRNA em questdo. Este tipo de estudo
permite identificar as moléculas, sejam elas proteinas ou RNAs ndo-codificadores, que
interagem com o microRNA bem como seus alvos dentro de determinadas rotas.

Também, pode-se identificar novas rotas e moléculas atuantes no processo de hipertrofia
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celular, ou ainda pode-se descobrir novas fungdes ou interacbes para proteinas

existentes.

Neste sentido, as andlises de bioinformatica tornam-se ferramentas essenciais
para se prospectar novas vias e interagcdes entre proteinas de vias ja envolvidas no
processo de hipertrofia celular. Por exemplo, via de sinalizagdao Hippo contém diversos
alvos de microRNAs desregulados nos modelos de TAC e natagdo. Esta via foi
recentemente identificada e esta conservada evolutivamente, exercendo um controle
sobre o tamanho de 6rgaos por inibir a proliferagao celular, promover apoptose e regular
o destino de células tronco e progenitoras (Pan 2010, Zhao, Tumaneng et al. 2011). Em
mamiferos existem dois homaologos do gene Hippo encontrado em D. Melanogaster, que
sdo as quinases Mst1 (Stk4) and Mst2 (Stk3), que fosforilam as quinases Lats1 e Lats2.
Quando ativadas, Lats1 e Lats2 fosforilam residuos de serina dos cofatores
transcricionais Yap e Taz causando a sua inibigdo (Gabriel, Hamilton et al. 2016). A via
de sinalizagdo Hippo parece estar envolvida no controle do desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca por aumentar a apoptose e o grau de fibrose nos coragdes adultos
de animais transgénicos superexpressando a proteina Mst1, o que culmina em
afinamento de paredes e cardiomiopatia dilatada (Yamamoto, Yang et al. 2003). Por
outro lado, no modelo de TAC, Mst1 aparece ativada e seus niveis se correlacionam com
o grau de apoptose. Isso se deve a uma superexpressdo da proteina Rassf1A que
bloqueia a ativagcao de Mst1/2 e atenua a resposta hipertréfica provavelmente por inibir
a apoptose e fibrose e assim reduzir o dano cardiaco (Del Re, Matsuda et al. 2010).

Assim sendo, existe ainda uma discrepancia de dados na literatura quanto ao real papel
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desta via nas doencgas cardiovasculares e necessidade de mais estudos que tentem

esclarecer estas contradigdes.

Ainda em relagao a rota de sinalizacdo Hippo, nossos dados demonstram que
pelo menos cinco microRNAs estejam envolvidos com esta via, sendo eles o miR-223-
5p, miR-199b-5p, mIiR-193a-3p, mIiR-188-5p e mIiR-206-3p, este ultimo,
interessantemente, é alvo da proteina YAP. Sabe-se que a disfuncdo da proteina
endoégena YAP (Yes-associated protein), membro da via Hippo, causa um prejuizo na
hipertrofia compensatoria, proliferagdo e sobrevivéncia dos cardiomiocitos nos modelos
de IAM e isquemia/reperfusdo (Del Re, Yang et al. 2013, Shao, Zhai et al. 2014).
Entretanto, uma superexpressédo constante de YAP promove regeneragdo miocardica
por estimular a proliferagdo das células cardiacas (Xin, Kim et al. 2013, Lin, von Gise et
al. 2014). Somando-se a isso, estudos prévios haviam demonstrado que o miR-206
regula positivamente a miogénese e hipertrofia em musculo esquelético (Clop, Marcq et
al. 2006, Kim, Lee et al. 2006), porém o seu efeito nos cardiomidcitos ainda ndo estava
claro. Para tentar elucidar como a YAP participaria da regulagéo hipertrofica, Yang e
colaboradores estudaram a relag&o existente entre YAP e microRNAs (Yang, Del Re et
al. 2015). Neste estudo eles demonstraram que o miR-206 promove hipertrofia cardiaca
em animais transgénicos e que os niveis de miR-206 estdo aumentados em animais
submetidos ao modelo de TAC quando avaliados 7 dias apds o procedimento. Além
disso, eles demonstraram que a YAP regula a hipertrofia cardiaca por, na verdade,
aumentar a quantidade de miR-206 nos cardiomidcitos, agindo indiretamente no
silenciamento da proteina FoxP1 (Forkhead box protein P1) que tem um papel essencial

na hipertrofia e sobrevivéncia destas células (Yang, Del Re et al. 2015). Nossos dados
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mostram que o miR-206-3p estd aumentado em ambos os modelos de hipertrofia, indo
ao encontro dos resultados supracitados, e como a via Hippo ainda é recente e
brevemente explorada, os microRNAs identificados no nosso trabalho que possuem
como alvo proteinas da rota Hippo abrem uma nova linha de estudos para entendimento

desta via nos contextos de hipertrofia cardiaca fisiologica e patoldgica.

Esta tese de doutorado traz uma abordagem original do ponto de vista de se
comparar diretamente dois modelos distintos de hipertrofia cardiaca ao passo que a
maioria dos estudos extrapola os achados de um modelo para o outro. Neste sentido,
comparamos os niveis de microRNAs através da técnica de microarranjo entre o modelo
de hipertrofia patoldgica e fisiolégica apds uma janela temporal em que o crescimento
cardiaco ja estava estabelecido. Através desta abordagem foi possivel identificar
microRNAs que se expressam exclusivamente nos modelos de hipertrofia cardiaca
patolégica ou fisiologica. Também identificaram-se microRNAs que tiveram uma
expressao similar em ambos os modelos de hipertrofia independente se o estimulo inicial
era fisiologico (natagdo) ou patologico (TAC). Estes resultados abrem um leque de
perguntas que ainda precisam ser respondidas com estudos de microRNAs especificos
e de rotas de sinalizagao conforme discutido anteriormente de forma que se possa

desvendar como estas moléculas estédo participando do processo hipertrofico.

Embora tenhamos encontrado resultados bastante promissores na diferenciagao
entre os dois modelos de hipertrofia cardiaca € necessario que se observe algumas
limitacbes do nosso trabalho. Nosso protocolo carece de analise de fungao cardiaca por
ecocardiograma em todos os grupos de estudados, o que nos permitiria correlacionar os

niveis de microRNAs teciduais cardiacos com dados de funcdo cardiaca. Ainda,
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associado aos dados de ecocardiografia, uma analise dos niveis circulantes dos
microRNAs também nos auxiliaria de forma bastante positiva para que se buscasse um
biomarcador precoce de disfungéo cardiaca. Igualmente importante € ter em mente que
qualgquer analise em modelo animal ou em cultura de células pode nao se traduzir em
verdade quando se avaliam pacientes com hipertrofia ou insuficiéncia cardiaca devido
ao grau de complexidade existentes nestas enfermidades. Contudo, os modelos animais
e celulares sdo a melhor forma, até agora, de se avaliar este tipo de condicédo e
contribuem para desenvolvimento de novas terapias mesmo para doengas complexas

como as cardiovasculares.
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CONCLUSOES

Foi realizada uma discusséao sobre os tipos de grupo controle utilizados em
experimentos de expressao génica relativa e sugere-se o uso de um
pequeno grupo de animais naive, sempre que possivel.

O modelo de hipertrofia por bandeamento adrtico transtoracico (TAC) foi
padronizado no Laboratério de Pesquisas Cardiovasculares e na Unidade
Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, estando disponivel
para novos estudos dos grupos de pesquisa envolvidos.

Os dados de hipertrofia patolégica do modelo TAC foram comparados com
os dados obtidos do modelo de hipertrofia fisiologica por exercicio. Os
animais submetidos a cirurgia de TAC apresentaram um grau de hipertrofia
maior que os animais do modelo de hipertrofia fisiolégica (natagdo). A razédo
do peso do VE corrigido pelo peso da tibia foi maior nos animais do grupo
TAC do que nos animais do grupo natagédo. Nao houve diferenga entre os
grupos quanto ao peso de ventriculo direito. Além disso, pode-se identificar
gue os animais do grupo natagao perderam peso devido a queima calorica
associada ao exercicio.

A reativacao da expressao dos genes fetais, aumento de Myh7 e redugéao
de Myh6 foi verificada no grupo TAC tanto em comparagao aos animais
sedentarios quanto aos animais da natacdo. Embora ocorra um aumento

nos niveis de Nppa nos animais TAC, este aumento nao foi
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estatisticamente significativo. Nenhum destes genes foi reativado nos
animais do grupo natacdo em relagédo a animais sedentarios.

Foram identificados 12 microRNAs com niveis aumentados nos animais
TAC em relacédo aos animais da natacgao, senso eles o miR-193a-3p, miR-
299a-5p, miR-127-5p, miR-214-5p, miR-188-5p, miR-326-3p, miR-6395,
miR-547-3p, miR-199a-5p, miR-381-3p, miR-223-3p e miR-199b-5p).
Também identificou-se 8 microRNAs que estavam com seus niveis
diminuidos (MiR-708-5p, miR-30c-1-3p, miR-22-5p, miR-6921-5p, miR-
30a-3p, miR-30e-3p, miR-27a-5p and miR-6975-5p) no grupo TAC em
relagdo ao grupo natagao. Além disso, apenas 3 microRNAs, miR-21a-5p,
miR-206-3p and miR-1983, apresentaram aumento de expressao tanto no
grupo TAC quanto no grupo natagdo (versus SHAM e SED,
respectivamente).

Foram identificadas 4 rotas biolégicas enriquecidas entre os alvos dos
microRNAs reduzidos, e 80 rotas fortemente associadas aos microRNAs
que estavam aumentados no grupo TAC comparado ao SWIM. Sao
aproximadamente 4 mil genes que podem estar sendo modulados por
estes 20 microRNAs diferencialmente expressos nos dois modelos de
hipertrofia. Estes 20 microRNAs possuem 248 genes alvos em comum, O

que nos possibilita partir para a validagao de determinados genes alvos.
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PERSPECTIVAS
Os proximos passos incluem realizar a validagdo de alguns microRNAs
diferencialmente expressos nos modelos de hipertrofia cardiaca. E a partir dos dados de
validacdo, devemos proceder para analise da expressao génica e proteica de
determinados mMRNAs que possam ser alvos dos microRNAs pré-selecionados. Feito
isso, poderemos avaliar o efeito da modulagcdo de um dos microRNAs que se apresente
como melhor candidato de ter algum efeito pro- ou anti-hipertréfico em cultura de

cardiomidcitos.

Como ja abordado anteriormente, este trabalho trouxe novas perguntas que ainda
precisam ser respondidas, o0 que acaba por criar uma nova linha de pesquisa com o
modelo de TAC no Laboratério de Pesquisas Cardiovasculares para tentar entender

agora, de que forma, estes microRNAs atuam na modulagéo da disfun¢do cardiaca.
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Supplemental Table 1. MicroRNAs deregulated among among SED, SHAM, SWIM
and TAC groups (n=4-6 per group, p<0.01); Data are expressed as normalized log2 of

expression values.
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2.65
1.78
9.48
0.99
0.55
1.08
0.64
2.38
6.90
0.97
5.05
0.48

5.61

1.35
0.58
1.50
4.07

0.72
1.39
0.56
2.88

0.67
8.98
0.78
9.52
1.15
5.43

8.28
11.00
1.17
5.45
7.36

2.85
3.66
2.63
8.39
1.02
0.80
2.16
1.41
3.26
6.51
0.76
3.92
0.72

5.01

2.25
0.39
1.85
4.58

0.40
3.16
0.47
3.71

0.83
9.70
0.88
9.11
0.80
6.68

9.54
11.53
2.58
3.41
8.28

1.92
2.18
1.58
9.62
0.76
0.68
1.01
0.91
2.01
7.15
0.94
4.52
0.75

5.87

1.03
0.61
1.00
4.45

0.80
2.44
0.59
3.29
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Supplemental Table 2. Number of experimentally validated and computationally

predicted target genes retrieved for each microRNA

Number of

experimental N_umber of Total number of
microRNA targets predicted targets targets

mmu-miR-127-5p 1 85 86

mmu-miR-188-5p 25 244 265
mmu-miR-193a-3p 8 611 604
mmu-miR-199a-5p 32 486 486
mmu-miR-199b-5p 0 343 343
mmu-miR-214-5p 0 23 23

mmu-miR-22-5p 0 109 109
mmu-miR-223-3p 307 375 607
mmu-miR-27a-5p 3 24 27

mmu-miR-299a-5p 0 326 326
mmu-miR-30a-3p 0 124 124
mmu-miR-30c-1-3p 0 40 40

mmu-miR-30e-3p 0 118 118
mmu-miR-326-3p 21 551 559
mmu-miR-381-3p 43 697 645
mmu-miR-547-3p 13 202 215
mmu-miR-708-5p 7 392 393
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