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RESUMO

Mucopolissacaridose tipo | é uma doenca de depdsito lisossomal, onde ha deficiéncia na
expressao da enzima alfa-L-iduronidase, responsavel pela degradacdo dos glicosaminoglicanos
(GAGs) dermatan e heparan sulfato. Tal acumulo é responsavel por diversas alteracdes
fisiopatol6gicas multisistémicas, sendo manifestagdes cardiacas e vasculares as principais
responsaveis pela reducdo da expectativa de vida e morte de individuos afetados por esta
mutacédo. O fator de transformacéo beta (TGF-f), quando ativo pela via independente de Smad,
é responsavel por alteracbes patogénicas em diversos tecidos, sendo possivelmente o
responsavel pela dilatacdo da raiz adrtica em animais knockout para o gene IDUA. Animais
MPS | foram tratados dos 2 aos 6 meses com losartana potassica, um inibidor de AT1R e 0
blogueador beta adrenérgico propranolol. Anélises realizadas por PCR em tempo real nos
animais controle, MPS | ndo tratados (n=2), animais tratados com Losartan (n=3) e propranolol

(n=2) ndo apresentaram alteracdes significativas na expressao de TGF- no tecido adrtico.

Palavras-chave: Mucopolissacaridose. Raiz aortica. TGF-beta. PCR em tempo real. AT1R.



ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type | is a lysosomal deposit desease, in which there is deficiency in
the alpha-L-iduronidase enzyme expression, responsible for the degradation of
glycosaminoglycans (GAGSs) dermatan and heparan sulfate. This buildup is responsible for
various multisystem pathophysiological alterations, being cardiac and vascular manifestations
the main ones responsible for the life and death expectancy reduction in the individuas affected
by this mutation. The beta transformation fator (TGF-B) is responsible for pathogenic
alterations in several tissues, possibly being the one responsible for the aortic root dilation in
knockout animals for the IDUA gene. MPS | animals were treated from 2 to 6 months with
potassic losartan, an AT1R inhibitor, and a beta-adrenergic blocker, propranolol. Real-time
PCR analyzes on untreated control, MPS | (n=2), Losartan (n=3) and propranolol (n=2) treated

animals showed no significant changes in TGF-3 expression in the aortic tissue.

Keywords: Mucopolysaccharidosis. Aortic root. TGF-beta. Real time PCR. AT1R.
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1. INTRODUCAO

1.1 LISOSSOMOS E ERROS INATOS DO METABOLISMO

Lisossomos sdo organelas intracelulares revestidas por membrana, os quais contém um
conjunto de enzimas responsaveis pelo catabolismo de diversos tipos de polimeros bioldgicos,
como proteinas, acidos nucléicos, lipidios e carboidratos. Os lisossomos atuam como um
sistema de digestdo celular, degradando os componentes celulares e particulas extracelulares
internalizadas.

Todas as enzimas lisossomais sdo hidrolases, atuando em um pH acido, diferente de
grande maioria das demais enzimas celulares, onde estas atuam em um pH de 7,2. Esta diferenca
de pH é formada a partir da acdo de uma bomba vacuolar de protons presente na membrana
lisossomal, fazendo com que protons sejam bombeados para o limen do lisossomo, formando
um gradiente de pH (ISHIDA, Y. et al. 2013). A diferenca entre o pH 6timo de atividade das
enzimas lisossomais e o pH citosol atua como forma de protecdo, impedindo que ocorra
degradacédo das demais organelas citoplasmaticas, uma vez que tais enzimas nao apresentariam
atividade no pH celular.

Genes responsaveis pela codificacdo de proteinas lisossomais, assim como diversos
outros genes, podem ser afetados por mutacGes que alteram a expressdo ou funcionamento
proteico, alterando a fungdo ou expressao de uma determinada proteina. Tais mutacdes podem
ser decorrentes de diversos fatores, como exposicdes virais e fatores ambientais, causando
alteracdes do genoma, podendo resultar em uma doenca hereditaria (Genetic Alliance, 2009).

ModificacGes estruturais ou de expressdo decorrentes de uma alteracdo no genoma
podem resultar na diminuicdo ou perda de atividade enzimatica, causando um acumulo crénico
de um determinado substrato, causando também o bloqueio de uma via catabolica, impedindo

a formacdo dos substratos das enzimas subsequentes (Figura 1).
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Figura 1- Fisiopatologia geral dos erros inatos do metabolismo, Egom & Hafeez 2016
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Fonte: EGOM, E.; HAFEEZ, H. Biochemistry of Statins, 2016

Os erros metabolicos (EIM) sdo classificados de diversos modos, entretanto a mais
utilizada, por apresentar uma melhor didatica e maior aplicacéo clinica, é a classificacdo criada
por Saudubray e Charpentier (SAUDUBRAY J.M, CHARPENTIER C, 1995). Esta divide os
EIM em duas categorias, onde a segunda apresenta 3 grupos, por estes possuirem uma maior

variabilidade em suas caracteristicas fisiopatoldgicas e quadro clinico (Quadro 1).

Quadro 1. Classificagdo clinica dos erros inatos do metabolismo

Categoria 1 Envolvendo o sistema funcional

Categoria 2 Afetando rotas metabdlicas comuns
Grupo 1 Defeitos na sintese e catabolismo de moléculas complexas
Grupo 2 Defeitos do metabolismo intermediario
Grupo 3 Deficiéncia na producéo ou utilizacao de energia

1.2 DISTURBIOS DE DEPOSITO LISOSSOMAL

Os distarbios de depésito lisossomal (DDL) sdo um grupo de doencas de grande
heterogeneidade, estes distlrbios sdo causados por defeitos que comprometem a funcéo
lisossomal. Grande maioria das DDL ocorrem pela deficiéncia de hidrolases lisossomais,
entretanto estas também podem ocorrer devido a deficiéncia em proteinas transportadoras na

membrana lisossomal ou de outra proteina sem atividade enzimatica (PLATT, F. M. et al.
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2012). Tais doengas fazem parte de um grupo de mais de 50 alteragdes genéticas que sdo
herdadas de forma autossdomica recessiva ou ligada ao X (RIGANTE, D. et al. 2017).

As alteracdes nos genes codificantes de proteinas lisossomais sdo responsaveis pelos
DDL. A mutacdo em tais genes causa uma metabolizacéo e degradacéo anormal dos substratos
dessas enzimas, prejudicando o transporte de lipideos e metabdlitos, causando um actimulo
progressivo de moléculas ndo degradadas no interior dos lisossomos.

A natureza bioquimica das moléculas acumuladas no interior lisossomal afetam de
forma diferente o estado celular, pois estas possuem uma fungdo distinta nos processos
celulares. Tais caracteristicas sdo em grande parte as responsaveis pelas diferentes
apresentacdes clinicas das DDL. A severidade de cada DDL ira variar de acordo o grau de
alteracdo proteica resultante da alteracdo genética e quais sd@o os tecidos afetados. Tais
alteracbes resultam, de modo geral, em neurodegeneracdo, cardiomiopatias e
hepatoesplenomegalia (STARETZ-CHACHAM et al. 2009).

1.3 MUCOPOLISSACARIDOSES

As Mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo de doencas de depdsito lissosomal
causadas pela deficiéncia total ou parcial de enzimas responsaveis pela degradacdo de
glicosaminoglicanos (GAGs). A degradacdo incompleta destes polissacarideos causa um
acumulo progressivo nos lisossomos, sendo responsavel por causar danos celulares,
comprometimento de diversos 6rgdo e uma reducdo na expectativa de vida (COUTINHO, M.
F. et al. 2012). A deficiéncia enzimatica em uma determinada MPS é caracterizada pelo
aumento dos niveis de GAGs na urina, sangue e liquido cefalorraquidiano (KHAN, S.A. et al,
2017).

Atualmente as MPS sdo classificadas de acordo com a enzima afetada e o tipo especifico
de GAGs acumulados (Tabela 1), sendo a MPS | a mais estudada até o momento. Com excecao
da MPS 11, todas MPS séo disturbios herdados de forma autossémica recessiva, afetando de

forma equivalente ambos 0s sexos.

Tabela 1 - Classificagdo das mucopolissacaridoses, Adaptado de Neufeld e Muenzer (2001).
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Tipo Nome Enzima afetada GAG afetado
MPS IH Hurler a-L-Iduronidase Dermatan sulfato, Heparan sulfato
MPS IS Scheie a-L-Iduronidase Dermatan sulfato, Heparan sulfato
MPS IH/S Hurler-Scheie a-L-Iduronidase Dermatan sulfato, Heparan sulfato
MPS 11
(GRAVE) Hunter (grave) Iduronato sulfatase Dermatan sulfato, Heparan sulfato
MPS 11 (LEVE) Hunter (leve) Iduronato sulfatase Dermatan sultato, Heparan sulfato
MPS I11A Sanfilippo A Heparan N-sulfatase Heparan sulfato
MPS 111B Sanfilippo B a-N-Acetyl-glucosaminidase Heparan sulfato

. Heparan-a-glucosaminide N-
MPS 111C Sanfilippo C . Heparan sultafo
acetiltransferase

N-acetilglucosamina 6-

MPS 111D Sanfilippo D Heparan sulfato
sulfatase
MPS IVA Morquio A Galactose 6-sulfatase Keratan sulfato, condroitina-6-sulfato
MPS IVB Morquio B S-Galactosidase Keratan sulfato
Moroteaux- N-Acetylgalactosamine 4-

MPS VI Dermatan sultato

Lamy sulfatase

. Dermatan sulfato, heparan sulfato,
MPS VII Sly S-Glucuronidase .
condroitina-4,6- sulfato

MPS IX - Hialuronidase Acido hialurénico

1.4 MUCOPOLISSACARIDOSE DO TIPO |

A MPS | é uma doenca autossdmica recessiva causada por mutaces no gene Ildua,
localizado no cromossomo 4p16.3 (UTTARILLI, A. et al. 2016), onde a alteracdo mais comum
¢ a mutacdo non-sense p.Trp402Ter, possuindo uma frenquéncia de 1.47 a cada 100.000
nascidos vivos, para MPS |. Esta mutacdo ¢ uma das mais de 200 responsaveis pela alteracdo
da expressdao IDUA (POLETTO, E. et al. 2018), uma hidrolase lisossomal responsavel pela
degradacdo dos GAGs sulfato de dermatan (DS) e sulfato de heparan (HS). A deficiéncia na
expressdao de IDUA leva a um acumulo cronico destes substratos, gerando uma quadro
patolégico multissistémico e progressivo.

A MPS | possui um amplo espectro clinico, sendo classificada de acordo com a
apresentacdo clinica em trés principais sindromes. Este amplo espectro ocorre gracas ao
variabilidade na expressdo de IDUA causado devido ao grande nimero de mutagdes genéticas
responsaveis pela alteracdo na expressao deste gene. s a proteinas G como o Na forma grave da

doenca, conhecida como Sindrome de Hurler, pessoas afetadas apresentam manifestagdes
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durante o primeiro ano de vida, como hérnia umbilical e infec¢Ges do trato respiratorio superior,
apresentando manifestacdes clinicas especificas apés 1 ano de idade. O quadro clinico
geralmente apresenta deformidades na regido inferior da coluna, alteragdes dsseas (PARINI, R.
et al, 2017), estenose das artérias coronarias e adrtica, hepatoesplenomegalia e
comprometimento do sistema nervoso central, geralmente causando a morte na primeira década
de vida.

A sindrome de Scheie € a forma atenuada da MPS I. Os pacientes com Sindrome de
Scheie geralmente possuem uma expectativa de vida normal e ndo apresentam alteracGes
neurocognitivas. Ja os individuos com Sindrome de Hurler-Scheie apresentam um fenotipo
intermediario entre as sindromes de Hurler e Scheie (BRAUNLIN, E. et al. 2011).

Entretanto, o gene responsavel pela IDUA possui um grande nimero de mutacgdes
alelicas, onde cada combinacao atua de forma diferente na expressao protéica. 1sso faz com que
a doenca apresente um espectro clinico continuo, fazendo com que haja individuos que ndo se
encaixem em uma determinada sindrome (CHKIOUA, L. et al. 2011).

Os diferentes fenotipos séo indistinguiveis bioquimicamente por exames de rotina, pois
todos apresentam um aumento nos niveis de sulfato de dermatan e heparan sulfato na urina e
diminuicdo ou auséncia da atividade de IDUA. (CLARKE L.A., 2016). Por ndo ser aparente
durante o primeiro ano de vida e pela grande heterogeneidade de sintomas a MPS | geralmente
ndo é diagnosticada de forma precoce, isso faz com que ocorra uma reducédo da eficacia dos
tratamentos disponiveis.

Os tratamentos atuais incluem a terapia de reposicdo enzimatica (TRE) e o transplante
de células tronco hematopoiéticas (TCTH). O tratamento por TRE é realizado com 0 uso
intravenoso de IDUA, expressa de forma recombinante a partir de células de hamster chinés,
onde é realizada reposicdo periodica. Esta forma de terapia foi aprovada em 2005 no Brasil,
sendo esta a terapia de escolha para pacientes que apresentam uma fendtipo atenuado
(GIUGLIANI, R. et al. 2010). Entretanto ha estudos que buscam outras alternativas, como a
microencapsulacdo de células recombinantes superexpressando, onde ha uma reducédo
significativa no acimulo de GAGs tecidual(L1ZZI LAGRANHA, V. et al. 2017).

O tratamento por TCTH ¢ realizado em pacientes mais graves nas quais geralmente ha
uma maior comprometimento neurolégico. A taxa de sucesso depende de diversos fatores,
como idade de adesdo ao tratamento e comprometimento cardiopulmonar no momento do
transplante. O TCTH aumenta a expectativa de vida, reduz o declinio cognitvo e

hepatoesplenomegalia. Contudo o TCTH necessita de um doador compativel, podendo ocorrer
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complicacBes graves de compatibilidade apos o transplante, aumentanto em 20% o risco de
mortalidade (COX-BRINKMAN, J. et al. 2006).

Apesar dos tratamentos por TRE e TCTH apresentarem uma melhora significativa em
sintomas como hepatoesplenomegalia e infec¢Bes da via respiratdria superior, ndo ha regressao
ou queda na progressdo de alguns dos sintomas cardiovasculares, 0sseos e cerebrais
(ALDENHOVEN, M. 2008)

1.4.1 Manifestagdes cardiovasculares

Individuos com MPS apresentam alteracbes multisistémicas, entretanto alteragcdes
cardiovasculares em pessoas com MPS I, especialmente em casos de Sindrome de Hurler,
apresentam modificacdes fisiopatoldgicas que contribuem para um aumento significativo na
morbidade e mortalidade. AlteracGes cardiovasculares como espessamento dos folhetos e
musculos papilares da valvula mitral, regurgitacdo da valvula adrtica, hipertrofia cardiaca
(PALPANT, N. et al. 2011), dilatacdo da raiz adrtica (POSWAR, F. et al. 2019) e estenose da
artéria coronaria (BRAUNLIN, E. et al. 2011) pelo deposito de GAGs na tunica intima séo

comuns.

1.5 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E TGF-B

O sistema renina-angiotensina (RAS) é responsavel pela regulacdo da pressao
sanguinea. A angiotensina Il atua principalmente através da interacdo com 0s receptores
associados a proteinas G, como o receptor angiotensina tipo | (AT1R) (HABASHI, J.P. et al.
2011). Nesse cenario, a ativacdo de ATI1R é responsavel pela ativacdo de diversas vias
envolvidas na secrecdo de citocinas e no aumento da expressao de metaloproteinase de matriz
(NAGASAWA, A. et al. 2013) e na contracdo da musculatura lisa dos vasos sanguineos
periféricos, aumentando a pressdo arterial. Acredita-se que o aumento da atividade de RAS
pode estar relacionado com o aumento da expressdo de TGF- no coragéo e arco adrtico, sendo
a responsavel pela dilatacdo do miocérdio, raiz aortica e espessamento das valvulas cardiacas
(FIELITZ, J. et al. 2001).

O TGF-B faz parte de uma familia de citocinas envolvidas no desenvolvimento

embrionario, homeostase tecidual e o desenvolvimento de caracteristicas patofisioldgicas,
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como alteracdo na proliferacéo e diferenciacao celular, apoptose, apoptose e remodelamento da
matriz extracelular (ZHANG, Y. et al. 2017).

A ativagdo de TGF-B pode ser realizado por sua candnica (classica) ou pela via nao
canbnica (alternativa). A ativacdo da via classica ocorre pela ligacdo de TGF-B com os
receptores de TGF 1 e 2, formando um heterodimero. Este é o responsavel pela formacéo de
um completo entre a Smad 1, 2 e 4, causando fosforilagdo dos fatores de transcricdo Smad,
responsaveis pela regulacdo da expressdo génica apds sua translocagdo para o nucleo, sendo
estas responsaveis pela transducédo do sinal para os receptores do fator de ativagado de transcri¢do
(ATF2) e elementos obrigatorios de Smad (SBE). A via independente de Smad, ndo candnica,
ocorre pela ativacdo direta de cinases reguladas por sinais extracelulares (ERKS), sendo um de
seus alvos a TGF-p ativada por cinase (TAK1) (figura 2), tendo esta, possivelmente, um papel
no desenvolvimento das caracteristicas patologicas do musculo cardiaco (WATKINS, S. J. et
al. 2012).

Figura 2 — Vias de sinalizacdo dependente e ndo dependente de Smad.
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Fonte: adaptado de YU, C.; JEREMY, R. W. Angiotensin, transforming growth factor  and aortic dilatation in

Marfan syndrome: Of mice and humans,2018.
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Losartan, um pré- farmaco metabolizado pelo figado, gera dois metabolitos, EXP3174
e EXP3179, sendo o primeiro destes o responsavel pelo blogqueio do receptor AT1, sendo o
responsavel pela atividade anti-hipertensiva deste farmaco. Trabalhos prévios tem demostrado
que o tratamento com Losartan, é responsavel pela melhora da fungdo cardiaca e reducéo da
dilatagdo da raiz adrtica no modelo animal de MPS | (GONZALEZ, E.A. et al.2017; OSBORN.
M.J. et al. 2017). Enquanto o tratamento com propranolol apresentou melhora da funcéo
cardiaca, ndo reduzindo a dilatacdo adrtica (GONZALEZ, E.A. et al. 2017).

2. JUSTIFICATIVA

Os problemas cardiovasculares sdo comuns em pacientes com MPS. No entanto, as
alteracbes cardiovasculares observadas na MPS | mostram, de uma forma geral, maior
morbidade em relacdo com os demais tipos de MPS (BRAUNLIN, E. et al, 2011). A autopsia
de portadores de MPS | que morreram devido complica¢des cardiovasculares mostrou que ha
alteracdes fisiopatoldgicas significativas das valvulas cardiacas e arteriais (YANO, S. et al,
2013).

Além das alteracdes patologicas no musculo cardiaco, os pacientes com MPS |
apresentam uma dilatacdo significativa da raiz adrtica causada geralmente pela degeneracao e
migracao de células da tunica média para a tunica intima e pelo rompimento das fibras elasticas,
presentes principalmente na tunica média, podendo resultar na formacgéo de um aneurisma (MA,
X. et al. 2008).

Embora os mecanismos responsaveis pelas alterac6es cardiovasculares em MPS | ainda
ndo tenham sido totalmente elucidados, sabe-se que diferentes fatores neuro-hormonais, como
a angiotensina Il e B-arrestina estdo envolvidos na ativacdo e dessensibilizacdo dos receptores
de membrana acoplado a proteina G, sendo estes responsaveis pelo remodelamento cardiaco
patologico (XU, J. et al. 2010).

O musculo cardiaco de pacientes portadores de MPS tem mostrado um aumento
significativo na expressdo da via de TFG-B, podendo ser este um dos responsaveis pelas
alteracdes cardiovasculares o que resulta no aumento da morbidade e mortalidade de tais
individuos (BRAUNLIN, E. et al. 2011). Entretanto, ainda ndo se sabe se ha alteracdo na
expressdo génica de TFG-B no tecido aortico, onde ha também mudangas fisiopatologicas

relacionadas a morbidade e mortalidade de individuos com MPS 1.
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Estudos realizados com animais modelo para MPS-I tratados com Losartan mostraram uma
reducdo significativa do didmetro do arco adrtico em relagdo a animais ndo tratados e uma
melhora da funcéo cardiaca em relagdo aos animais controle (GONZALEZ, E.A. 2017).

Este estudo pretende avaliar se hé alteracdo na expressao de TGF- em animais knockout
para ldua e se ha reducdo da ativacdo de TGF- em animais MPS I tratados com Losartan e

propranolol.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Investigar se ha alteracdo na expressdo de TGF-p na raiz da aorta de animais MPS I tratados e

ndo tratados com Losartan® e propranolol.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Tratar animais MPS | com Losartan e Propanolol dos 2 até os 6 meses de idade.
- Analisar a expressdo de TGF-P na aorta de animais normais, MPS I ndo tratados e MPS 1

tratados com Losartan e Propanolol.
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4. TRABALHO EXPERIMENTAL EM FORMA DE ARTIGO CIENTIFICO

Titulo: Andlise da expressdo de tgf-p da raiz da aorta em modelo murino de MPS 1 tratados
com losartan e propranolol

Periddico: Cardiovascular Research, normas disponiveis em Anexo |
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Resumo

Mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) é uma doenca de deposito lisossomal, onde ha o
acumulo de glicosaminoglicanos (GAGs) dermatan e heparan sulfato devido a muta¢6es no
gene ldua, que codifica a enzima lisossdmica alfa-L-iduronidase (IDUA). Individuos com MPS
| apresentam alteracGes cardiacas e vasculares, sendo estas as principais responsaveis pela
reducdo da expectativa de vida dos pacientes afetados. O TGF-B, quando ativo pela via
independente de Smad, € responsavel por modificacGes patoldgicas em diversos tecidos, sendo
possivelmente o responsavel pela alteracdo no didmetro aortico em animais knockout para o
gene ldua. Neste estudo, animais MPS | foram tratados dos 2 aos 6 meses utilizando-se
losartana potassica, um inibidor do receptor AT1R, e propranolol, um bloqueador beta-
adrenérgico. Analises realizadas por PCR em tempo real nos animais controle, MPS | nédo
tratados (n=2), animais tratados com Losartan (n=3) e propranolol (n=2) ndo apresentaram

alteracdes significativas na expressao de TGF-f no tecido aortico.

1. Introducéo

A MPS | é uma doenca de deposito lisossomal causada pela deficiéncia da enzima
IDUA, o que leva a um acumulo intracelular de heparan sulfato (HS) e dermatan sulfato (DS)
parcialmente degradados [5]. Pacientes com essa doenca apresentam problemas
cardiovasculares com alteracdes fisiopatologicas como hipertrofia cardiaca, espessamento das
valvulas cardiacas e dilatacdo da raiz adrtica. Os mecanismos responsaveis por essas alteracoes
ainda ndo esta completamente esclarecido, entretanto se sabe que ha um aumento na expressao
de TGF-B no coragdo de pacientes portadores de MPS I [13].

Esse aumento da expressdo de TGF-f pode estar relacionada a dilatagdo da raiz adrtica
em individuos com MPS | devido a uma alteracdo da sinalizacdo por Angiotensina Il (AT2).
Esta sinalizacdo na parede dos vasos sanguineos é responsavel pelo estimulo proliferativo das
células do musculo liso vascular e fibrose da parede vascular [9], o que nos individuos com
MPS pode gerar uma diferente resposta celular, com maior presencga de células derivadas da
crista neural e do mesoderma, gerando uma predisposicdo a dilatacdo da raiz aortica [8].

Losartan atua como um antagonista do receptor AT1R, um dos receptores do sistema renina-
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angiotensina. A ativacao deste receptor causa o0 aumento da expressdo de metaloproteinases de
matriz e secrecdo de citocinas [7]. O uso deste antagonista em animais knockout para Idua
mostrou uma melhora das fungdes cardiacas [12] e uma reducdo significativa do diametro do
arco adrtico em relagdo aos animais nao tratados [6]. Porém o tratamento com propranolol, um
anti-hipertensivo competitivo que atua como um bloqueador beta-adrenérgico, também levou a
uma melhora da fung&o cardiaca, contudo sem reduzir a dilatagdo adrtica [6]

J& que apenas Losartan teve efeito sobre o didmetro da aorta, as vias bloqueadas por
estes farmacos devem ser diferentes. AT1 ativa TGF-B, portanto o bloqueio de AT1 com
Losartan reduziria TGF-pB. Assim, a analise da expressdo de TGF-p em animais tratados com
um anti-hipertensivo que ndo atue através do bloqueio de AT1, como propranolol, pode auxiliar
a desvendar os mecanimos associados a seus efeitos sobre a func¢do cardiaca de pacientes com
MPS I, uma vez que ambos atuam através do blogueio de receptores de membrana acoplados a
proteina G [4].

2. Materiais e métodos

2.1 Animais
Os camundongos normais (ldua**) e MPS I (Idua”) foram doados pela Dr Elizabeth

Neufeld, UCLA. Apos o genotipagem os animais foram divididos em grupos a seguir:

1) Grupo Normal: Camundongos Idua* machos em tratamento (n=6).

2) Grupo MPS I: Camundongos ldua’ machos sem tratamento (n=6).

3) Grupo MPS | + Losartan: Camundongos Idua’™ machos tratados com o Losartan 0,6g/L na
agua de beber a partir dos 2 meses de idade (n=5).

4) Grupo MPS | + Propranolol: Camundongos Idua’ machos tratados com o propranolol 0,5g/L

na agua de beber a partir dos 2 meses de idade (n=4).
2.2 Tratamento
O tratamento com Losartana potassica (50mg/comprimido) foi realizado a partir da

dissolucdo dos comprimidos a uma concentragdo de 0,6 g/L em &gua de beber dos animais,

tendo inicio quando os animais apresentavam dois meses de idade. Tratamento com propranolol
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(40mg/comprimido) foi realizado em uma concentracdo de 0,5 g/L em agua de beber dos
animais, tendo inicio aos dois meses.

O uso de animais neste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, projeto 17-0590, utilizando-se o0 seguinte nimero de animais machos para o
estudo: 6 animais controle, 6 animais MPS |, 5 animais para tratamento com Losartan, 4 animais

para tratamento com propranolol.

2.3 Coleta do tecido da raiz adrtica

Eutanéasia foi realizada aos 6 meses em todos os animais, a partir da administracdo de
uma sobredose do anestésico inalatério isoflurano.

A coleta do tecido foi realizada imediatamente apds a eutanasia dos animais, sendo
realizado com o auxilio de uma lupacom subsequente armazenamento dos tecididos em freezer—
80 °C.

2.4 Extracdo de RNA

2.4.1 Preparo da amostra

Todos tecidos foram previamente pesados, apresentando peso entre 0,1 e 4,5 mg. As
amostras foram homogeneizadas em gelo, utilizando-se 250 pL de TRIzol™, um reagente
disponibilizado pela Thermo Fisher Scientific®, usado para isolamento de DNA, RNA e
proteinas.

As amostras foram maceradas com auxilio de um homogeneizador manual para
microtubos, sendo posteriormente encubados em temperatura ambiente por um periodo de 5
minutos.

Apos este periodo foram adicionados 50 pL de cloroférmio, facilitando a separacéo de
fases pela desnaturacdo proteica, e incubada por dois minutos a temperatura ambiente. A

amostra foi entdo centrifugada por 15 minutos a 12.000 g, formando uma mistura trifasica.

2.4.2 Isolamento do RNA
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A precipitacdo do RNA foi feita a partir da transferéncia da fragdo superficial da mistura
para um novo microtubo, adicionando-se 0,125 mL de isopropanol e incubando-se a
temperatura ambiente por 10 minutos.

A amostra foi, entdo, centrifugada por 10 minutos a 12.000 g, formando um pellet de
aspecto gelatinoso, sobrenadante foi removido com o uso de uma pipeta, removendo o liquido
a partir da face oposta ao pellet. O pellet contendo RNA foi ressuspendido em etanol 75 %, foi
adicionado 1uL de glicogénio visando aumentar a quantidade de RNA precipitado, apos
ressuspensdo foi realizada centrifugacdo por 15 minutos a 12.000 RPM, utilizando-se uma
pipeta, o alcool foi removido e seco durante 10 minutos. O RNA foi ressuspentido em &gua
livre de nucleases armazenado em-80 ° C.

Para confirmacéo da integridade do RNA isolado, foi realizado uma eletroforese em gel
de agarose 1.5% utilizando-se Sybr Gold™ (Thermo Fisher Scientific®), 1 uL de RNA foi
homogeneizado com 1 pL de Syber, eletroforese foi realizada durante um periodo de 20
minutos a 20 Volts.

Para verificacdo da concentracdo e pureza do RNA extraido do tecido adrtico foi
realizada uma andlise com NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific®), amostras de alta pureza

possuem uma razdo A260/A280 de aproximadamente 2.0.

2.4.3 Conversdo a cDNA

Apos o isolamento do RNA, as amostras foram tratadas com DNAse | (Thermo Fisher
Scientific®), remover uma possivel contaminacdo das amostras com DNA. O tratamento foi
realizado de acordo com as instruc@es fornecidas pelo fabricante.

Para transcricdo reversa de RNA em cDNA foi utilizado High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific®), de acordo com as instrucdes do fabricante. As
reacGes foram realizadas no volume final de 20 pL, utilizando-se as solugcbes e instrucoes

fornecidas pelo fabricante, utilizando o termociclador Veriti™ (Thermo Fisher Scientific®).

2.4 PCR em tempo real

Ensaio foi realizado em uma placa de 96 pogos, utilizando-se PowerUp™ SYBR™
Green Master Mix de acordo com o protocolo do fabricante, utilizando-se a cliclagem descrita
na tabela 2 e primers descritos na tabela 3. A reagéo foi preparada com 5 pL 2x SYBR Green

Master Mix, 1 pL 200 uM de cada primer e 3 pL de amostra ou agua ultrapura tratada com
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DEPC, sendo realizadas em duplicatas no equipamento QuantStudio 3™ (Thermo Fisher
Scientific®), para temperatura de anelamento acima de 60 °C, de acordo com as instrucdes do
fabricante.

Tabela 2 - Ciclagem utilizada durante ensario por PCR em tempo real

Passo Temperatura Tempo Ciclo
Ativacdo de UDG 50°C 2 minutos | Manter
Dual-Lock™ DNA ]

. 95°C 2 minutos | Manter

polimerase
Desnaturacdo 95°C 15 segundos
40
Anelamento/Extenséo 60 °C 1 minuto

A eficiéncia dos primers se apresentou em aproximadamente 95%, o teste foi realizado
a partir da diluicdo seriada de uma amostra de cDNA de coracdo de um animal controle, onde
foram realizadas diluicdes seriadas da amostra, com intuito de determinar a eficiéncia de
amplificacdo dos primers utilizados.

Tabela 3 - Primers utilizados para PCR quantitativo

Primers Sequéncia
Gapdh forward 5-CCCATCACCATCTTCCAGG-3°
Gapdh reverse 5 -GAGATGATGACCCTTTTGGC-3"
TGF-p forward 5-GGACCTGGGTTGGAAGTGGAT-3"
TGF-B reverse 5-TGTGTCCAGGCTCCAAATATAGG-3"

A quantificacdo relativa foi obtida a partir de 2- 24t onde foi utilizada a média entre os

diferentes grupos, sendo calculado conforme as equacdes a seguir.

Ct grupo
Média ct = 2ELITUPO
N grupo
A Ct grupos = Média duplicata Ct tgf s — Média duplicata Ct gapdh
AACt = ACt tratamentos — ACt controle

Fold Change = 272Act
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2.5 Anélises estatisticas

Os resultados de fold-change (2*-AACt) foram analisados utilizando-se Anova com
teste de Tukey, para p>0,05.

3. Resultados

3.1 Eletroforese

Eletroforese mostrou que amostras com um menor peso tecidual ou que apresentaram
menores Vvalores durante a quantificacdo por NanoDrop™ apresentaram bandas menos
evidentes quando comparadas com amostras que apresentaram com uma maior quantidade de
tecido e concentracdo de RNA, houveram também amostras que apresentaram degradacédo de
RNA.

3.2 Quantifcagao de RNA por NanoDrop™.

Os dados obtidos a partir da quantificacio de RNA foram utilizados para realizar
conversao de RNA em cDNA, as amostras foram diluidas em um volume final de 10 pL,
utilizando-se 1 ng de RNA para normalizacdo da conversdo de cDNA.

Diversas amostras presentaram uma razéo 260/280 inferior a 2, indicando que a
presenca de proteinas ou outros contaminantes que possuam uma absorbancia proxima a 280
nm. Os valores de 260/230 também se apresentaram baixos, indicando a presenca de
contaminantes que possuem um absorbancia proxima a 230. O reagente TRIzoI™, assim
como glicogénio utilizados durante a extracdo e purificacdo de RNA apresentam absorbancia

proximas de 230, podendo ser contaminantes.

Tabela 4 - Resultados da quantificacio de RNA por NanoDrop™.

Normais ng RNA /ul | 260/280 | 260/230




37,05 1,85 1,23

29,38 1,77 1,38

39,28 2,04 0,17

11,43 1,71 0,12

33,39 1,58 1,42

40,34 1,8 1,09

127,99 1,97 0,49

91,45 2,03 0,28

MPS | 154,57 2,01 0,47
126,18 1,73 0,7

39,5 1,92 0,21

198,97 1,78 1,31

25,83 1,71 1,09

130,83 1,9 1,85

Losartan 115,91 1,79 1,55
91,47 1,73 0,94

72,27 1,67 0,82

54,45 1,68 0,49

propranolol 169,72 1,83 1,18
66,06 1,69 0,62

21,4 1,69 0,12

3.3 Analise da expressdo de TGF-f por PCR em tempo real.
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Os valores de ACt (tabela 5) foram calculados a partir das medias das duplicadas dos

valores de Ct para TGF-f obtidas durante a quantifica¢ao por PCR em tempo real, normalizando

a expressdo de TGF-P em relagdo ao gene housekeeping GAPDH, entretanto duas amostras do

grupo MPS | ndo apresentaram amplificacéo.

Tabela 5 - Valores médio das duplicatas, obtidos a partir do ensaio realizado por PCR em tempo real

Grupo | Média Ct - TGFB | Média Ct - GAPDH | ACt
28,6181 20,5571 8,0610
28,1473 21,1380 7,0093
Controle 27,6089 21,0460 6,5628
30,8331 25,4564 5,3766
29,5565 23,1310 6,4255




33,6167 35,6520 -2,0353
28,8381 27,4264 1,4117
27,1171 21,7781 5,3389
MPS | 29,9331 30,0033 -0,0702
25,6380 19,7681 5,8699
32,9505 - -
31,9467 - -
27,3827 21,0749 6,3078
25,9306 19,6071 6,3235
Losartan 30,0884 25,2677 4,8208
28,5491 29,2780 -0,7288
30,5403 30,3053 0,2350
32,4490 32,0941 0,3549
Propranolol 25,5479 19,7132 5,8347
30,3067 28,9284 1,3783
31,8137 25,3788 6,4349
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Foi realizada a exclusdo das amostras que apresentavam valores médios de GAPDH

acima de 25,5. Isto foi feito para evitar analises de amostras onde haveria possiveis

amplificacdoes inespecificas e formacdo de dimeros de primers. Reduzindo o nimero de

amostras de animais controle (n=5), MPS | (n=2), tratados com Losartan (n=3) e propranolol

(n=2).

Tabela 6 - Resultado da expressdo de TGF-f em relagiio a expressiio em animais controle.

Grupos | Controle | MPS | | Losartan | Propranolol
GAPDH | 22,26 | 20,8 22 22,55
TGF-B 29 26,35 | 27,8 28,65
ACt 6,74 5,55 5,8 6,1
AACt 1 -1,19 | -0,94 -0,64
27N-AACt 1 2,28 1,91 1,55

Figura 3: Resultado da quantificacéo relativa da expressao de TGF-p
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Apos andlise estatistica de anova com teste de tukey (p>0,05), resultados obtidos do

tecido da raiz aortica indica que ndo ha diferencga estatistica entre nenhum dos grupos.

5. Discussao

Assim como grande maioria dos EIM, MPS | apresenta uma grande variabilidade na
apresentacdo e progressdo de seu quadro clinico, onde a severidade pode estar relacionada com
os alelos apresentados em cada individuo e consequentemente responsavel pela alteracdo na
expressao de IDUA.

Individuos com MPS apresentam diversas alteragcdes cardiovasculares responsaveis pela
reducdo da qualidade e expectativa de vida [3]. MPS I tem sido alvo de diversos estudos que
buscam alterantivas para o tratamento das alteracGes fisiopatoldgicas relacionadas ao sistema
cardiovascular. Além das alteracbes cardiacas, pessoas com MPS | apresentam
hepatoesplenomegalia, alteracdes no tecido cartilaginoso, 6sseo, cerebrais e dilatacdo no tecido
adrtico, levando ao aumento da mortalidade em individuos afetados [2]. Os tratamentos
disponiveis atualmente, apesar de impedirem a progressdo de alguns aspectos clinicos ndo
apresentam uma melhora nas alteracGes cardiovasculares [1].

O aumento da expressdo de TGF-B pode estar relacionado com tal alteragdo, sendo
responsavel pela degeneracao e migracao de células para a tinica média e rompimento de fibras
de elastina [11], causando uma predisposicao a dilatacdo adrtica [8].

A andlise da expressdo de TGF-p foi realizada a partir da quantificacdo relativa, onde é
avaliado a relagdo do Ct obtido a partir da amplificacdo de TGF-f em relagdo a amplificacdo

do gene GAPDH, responsavel pela sintese de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, uma
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enzima essencial para o metabolismo da glicose. GAPDH é comumente utilizado como gene
housekeeping para normalizacdo da andlise de expressdo génica, pois é expressa de forma
constitutiva [10]

Os resultados obtidos a partir da andlise mostraram que a expressao de TGF-B ndo
apresentou alteracGes significativas entre os os animais MPS |, tratados com Losartan e
propranolol, em relagéo aos animais do grupo controle

O receptor AT1 € responsavel pela regulacdo da expressao de ligantes, receptores e
ativadores de TGF-B [8]. O bloqueio deste receptor com faz com que haja o bloqueio da
expressdo de TGF-B pela via dependente de ATIR em animais MPS I tratados. O uso de
Losartan se mostrou capaz de melhorar a funcéo cardiaca e reduzir a dilatacdo do arco adrtico
em animais tratados [6], entretanto a expressdo de TGF-p ndo apresentou alteracOes
significativas no tecido adrtico de animais MPS |, tratados com Losartan e propranolol,
indicando TGF-B nao ¢ responsavel pelas alteragdes fisiopatologicas no tecido adrtico de
animais MPS |I.

Entretanto, durante o desenvolvimento deste estudo algumas das analises de amostras
de tecido aortico de animais MPS | e MPS | tratados com Losartan ou propranolol tiveram que
ser excluidas dos resultados, pois apresentaram valores de Ct acima de 25,5, o que pode indicar
uma ma qualidade do RNA. A variacdo dos valores de ACt de GAPDH apresentaram uma
grande variacgdo, isto pode ter sido causado pela utilizagdo de uma baixa quantidade inicial de
RNA, devido o pequeno peso inical das amostras coletadas para analise. Tambem foi observado
através de eletroforese que houveram amostras que apresentavam baixa fluorescéncia e uma
possivel degradacdo de RNA, interferindo na analise da expressdo génica de TGF-B. Isto fez
com que o numero final de animais por grupo fosse reduzido, podendo afetar a analise

comparativa da expressdo génica de TGF-p.
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Diante do exposto, apos a realizacao das analises de quantificacdo relativa da expressao
de TGF-B no tecido adrtico de animais MPS I, tratados com Losartan e propranolol observou-
se que ndo hé alteraces significativas na expressao de TGF-p entre 0s grupos. Assim é possivel
inferir que o TGF- ndo esta diretamente relacionado com o aumento do didmetro da raiz adrtica
em animais MPS |. Entretanto, devido a reducdo do nimero de amostras durante a analise da
expressdo de génica de TGF-p, estudos com um niimero amostral maior deveréo ser realizados

para confirmar estes resultados.
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ANEXO | — NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA CARDIOVASCULAR
RESEARCH

1. Why publish with Cardiovascular Research?

Publishing with Cardiovascular Research enables authors to align themselves and their work

with the journal’s strong scientific standing, and to benefit from:

Efficient, timely decisions on your paper. On average, authors received a first decision on their
manuscript in 17 days in 2018

Swift production process and online publication. Articles are available on Advanced Access
online in an average of ten days from sending to production

Rigorous, constructive reviews from editors and peers

No charges for colour figures

Global readership, with over 2 million downloads per year

Robust marketing strategy to boost your article’s impact including promotion through OUP and
ESC’s combined social media following of 80,000 followers, the OUP Blog and press releases
on selected manuscripts

Free access to Editor’s Choice articles

All published Original Articles are considered for the “Top Cardiovascular Research Paper(s)
of the Year” prize, awarded at the annual ESC Congress

Authors who have recently published their work in Cardiovascular Research have commented:

"My team likes to publish in Cardiovascular Research - the reviewers help us make our article

better and the publication process is easy"

"Cardiovascular Research is one of the few journals who actually copyedit your manuscript and

help you to catch typos- the production team is easy to work with"

"Production staff are excellent, made some very useful improvements to some of the figures

and were very prompt with responses to email enquiries."”
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2. Journal policies

2.1 Scope and Aims

Cardiovascular Research is the international journal of the European Society of Cardiology for
basic and translational research, across a broad range of disciplines and areas within the
cardiovascular field. The Journal aims to enhance insight into cardiovascular disease
mechanisms and the perspective for innovation. The Journal welcomes submission of papers at
the molecular, sub-cellular, cellular, organ, and organism level, and of translational and clinical

research.

Novelty and methodological robustness are essential criteria for submitting to the Journal.

2.2 Publication ethics and malpractice statement

Cardiovascular Research and Oxford University Press are members of the Committee on
Publication Ethics (COPE). This journal follows the guidance provided in COPE’s Core
Practices. The journal also subscribes to the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE) Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and Publication of Scholarly
work in Medical Journals. The Journal expects all parties involved in the publication of content
in Cardiovascular Research (the publisher, editors, authors, and reviewers) to follow these
guidelines on best practice and publication ethics. The ESC Journal Family Ethics Committee

further supports the Editors.

2.3 Ethical reporting within the manuscript

For animal and human studies, the authors must declare in the Methods section:

Local approval granted by the institutional ethics review board or a regulatory authority and
include the approval reference number.

All animal procedures performed must conform to the guidelines from Directive 2010/63/EU
of the European Parliament on the protection of animals used for scientific purposes or the

current NIH guidelines.
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If human subjects or tissues are used, the authors must state whether participants gave informed
consent prior to the inclusion of people in the study and whether the investigation conformed
to the principles outlined in the Declaration of Helsinki.

For investigations involving procedures with animals or isolation of animal tissues, the Methods
section must provide the generic name of the anaesthetic and analgesic agent(s) used; including
the dosage, route and frequency of administration. Neuromuscular blocking or paralytic agents
cannot be used without general anaesthesia. The author must describe the methods used for
monitoring the adequacy of the anaesthesia. Likewise, the author must explicitly describe the
method(s) used for euthanasia. Reference to previously reported papers only is not sufficient
and it must be clear from the manuscript itself how anaesthesia, analgesia and euthanasia were

performed.

Cardiovascular Research will not publish articles describing experimental procedures that have
inflicted unnecessary pain or discomfort on animals. As of 2016, the following treatments are
no longer acceptable for animal anaesthesia and euthanasia: diethyl ether, chloral hydrate, and
low dose barbiturates. In addition, the use of tribromoethanol (Avertin) is limited to that which
is scientifically necessary. Scientific justification must be provided for the inability to use

alternative pharmaceutical-grade anaesthetics such as isoflurane or ketamine combinations.

It is essential authors carefully check compliance with these Guidelines, especially ensuring

that there are enough replicates to enable robust statistical analysis.

2.4 Data reporting

The author must ensure that they report data in a sufficiently detailed manner, including raw

data or primary measurements where possible.

2.4.1 Animal data

The Journal aims for detailed and high quality reporting of animal experiments and requires

authors to follow the ARRIVE guidelines when preparing their manuscript.

2.4.2 Graphical data representation
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Bar graphs with error bars do not allow direct evaluation of the distribution of the data.
Continuous data must be presented in scatter/dot plots (especially in case of a limited number
of observations), showing the individual data points together with the error bars, unless there
are specific reasons not to use this type of presentation. These reasons must be explicitly

justified by the author in the covering letter.

The author must present figures in a clear, self-explanatory fashion with a given title that
summarises the content for the reader. The Y-axis must state the physical quantity measured
and the units of measurements. In case of normalization, it must be clear from the Y -axis what
the reference value was. Photomicrographs must contain a scale bar that represents a given
length in the figure (e.g. 5 um). Each immunoblot must have given kDa values associated with
the bands shown. In a DNA ladder, the number of basepairs (bp). Echo images must have a
time stamp and scale bar. This advice applies to the most common types of data represented in
the journal; however, it is not exhaustive and the Editorial team will evaluate manuscripts on

an individual basis.

Western blot quantification graphs must be accompanied by representative images.

2.4.3 Image rendering

Authors must reduce post-acquisition processing of data to a minimum. Figures provided in the
manuscript must reflect the original pictures. The journal does not allow authors to selectively
remove, introduce or enhance specific features from an image, including backgrounds. Linear
adjustment of contrast, brightness or colour are only acceptable if applied equally to the entire
image. The Journal does not recommend splicing and pasting of gels; however, if necessary the
authors must clearly indicate the boundary between the pieces using a dividing line. The author
must show loading controls derived from the same blot. Authors must make sure that the
representative bands shown in the figures all originate from the same experiment. To increase
transparency, authors are encouraged to show the uncropped blots in the supplementary data.
The Journal reserves the right to request unedited image files from the authors at any point in

the manuscript handling process.



44

Authors should note that as part of the manuscript handling process, all western blots are

scrutinised by a technical editor to identify misleading or fraudulent image rendering.

2.4.4 Clinical trials and epidemiology studies

The Journal adheres to the CONSORT guidelines for reporting randomised clinical trials and
STROBE guidelines for reporting observational studies, as outlined by the EQUATOR

network.

All clinical trial manuscripts should include the relevant CONSORT or STROBE checklist and

flow diagram as supplementary figures.

2.4.5 Nomenclature

Authors should use approved gene nomenclature where this is available. Specific nomenclature

guidelines can be found on the HGNC website.

Any manuscripts that feature a novel transcript must have their name approved by the HUGO

Gene Nomenclature Committee (HGNC) and this should be stated in the covering letter.

3. Review process

Upon submission, the Editorial Office checks every manuscript for compliance with the
instructions to authors and for originality using anti-plagiarism software. The Journal
encourages authors to print this document and read it carefully to avoid any delays in processing
their manuscript. The Editorial Office will return manuscripts that do not adhere to journal

policy to the author for revision.

Manuscripts that meet the journal specifications will undergo screening by Cardiovascular
Research Senior Editors. The Editor-in-Chief and Deputy Editors will make an evaluation on

suitability and priority based on the scope of the Journal, compliance with ethics, overall



45

quality, and the expected contribution to the field. The Journal will return manuscripts deemed

unsuitable or of low priority within five working days.

A handling editor is selected from our international group of Cardiovascular Research Editors;
based on expertise relevant to the manuscript. Normally, the handling editor chooses three
reviewers to evaluate manuscripts. Reviewers have 12 days to give a detailed evaluation of the
manuscript before the Editorial team makes the final decision.

4. Manuscript submission

4.1. Manuscript categories

The Journal openly welcomes submissions of Original Articles, Reviews and Research Letters.
The Journal also publishes Editorials, Invited Brief and Full Reviews, Methodological
Guidelines and a series of Spotlight Issues; these submissions are normally by invitation only.
Authors who wish to submit their manuscript to Cardiovascular Research should do so formally
and following the guidelines detailed (herein). The Journal does not accept and will not respond

to pre-submission inquiries.

Please name the category in which you wish your manuscript to be considered in your cover

letter.

For detailed information on manuscript preparation, see Section 4.3

The Journal accepts manuscripts describing a novel method; however, it is expected that the

authors will show an application of this method that adds novel insights to the field.

Original Articles

Word limit: 9,000 words, including the abstract, manuscript text, references, and figure legends.

Original Articles can include up to seven figures.
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A Translational Perspective (100 words), which describes the value of the work from a clinical

perspective, is required for Original Articles. This section should be included with the Abstract

Fast-track Original Articles
Word limit and format is the same as an Original Article described above; however, fast-track

manuscripts must not exceed more than three A4 pages of supplementary data.

For Fast-track Original Articles, the handling editor will invite two expert reviewers from the
Journal's fast-track database to review your manuscript in seven days. The reviewers will be
requested to only give major comments relating to the to the necessary experimental proof that

is required for the manuscript

Following the completion of the review process, the handling editor will indicate three to four
essential revision requirements that must be addressed. A response to minor comments is

optional.

If the number of major concerns exceeds this, the manuscript will be returned with a decision

of “Reject”.

Authors are required to use their own judgement as to whether they would like a fast, direct
review on balance of a higher likelihood of rejection. If you wish your manuscript to be
considered as a Fast-track Original Article, please select “Fast-track Original Article”. Please
note, fast-track articles are subject to our regular initial triage and will be included in this

category only at the Editors' discretion.

Reviews

Most Review articles are by invitation; however, the Journal welcomes unsolicited review
articles. The Editorial team will judge suitability of such manuscripts on timeliness and their
value to the current field of knowledge, as well as the authors' original contributions to the field
The Editorial team particularly encourage the submission of systematic reviews and meta-

analyses; these must adhere to the PRISMA guidelines.

Word limit: 12,000 words, including the abstract, manuscript text, references, and figure

legends and can include up to seven figures.
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Review articles must have a short, unstructured abstract (>250 words) and can include up to

seven figures.

Research Letters
The Journal welcomes authors to submit original investigations of a focussed nature that are

particularly novel as a Research Letter.

Word limit: 1000 words, including the manuscript text, references and figure legend

Research Letters do not contain an abstract or supplemental material and can include up to:
One figure (in no more than 2 panels) OR one table

Seven references.

4.2 Services for our invited authors and working groups

The Journal offers professional illustration support, proofreading and language editing Free Of
Charge for invited articles. Please let the Editorial Office know if you want to make use of these
Services.

4.3 Manuscript preparation

Authors must format their manuscript as such:

Line numbers

Page numbers

Numbered sub-headings

The authors must keep abbreviations to a minimum and they must not appear in the Abstract
unless they are understood by non-expert readership.

(1) Cover Letter. This first page of the manuscript submission file must contain:

The manuscript title that must be informative, conveying a clear message on the major findings

of the study and be no more than 120 characters in length including spaces.
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A short title must also be provided that is no more than 50 characters

The names of all authors including first name, department where the work was performed, all
authors' affiliations, name of corresponding author with address, telephone number, fax and e-
mail. Current addresses of any authors who have moved since the work was finished must also
be provided

The category of the manuscript

Total word count of the manuscript

During online submission, the submitting author must provide the contact information of all
authors. The Editorial Office will notify all co-authors about the submission via email. On
acceptance of the work, the corresponding author will sign a copyright form on behalf of all

authors.

If there are more than 10 authors, a statement of the contribution of each to the study must be
provided in the cover letter. The journal adheres to the principles for authorship according to
ICMJE.

The ICMJE recommends that authorship be based on the following 4 criteria:

Substantial contributions to the conception or design of the work; or the acquisition, analysis,
or interpretation of data for the work; and

Drafting the work or revising it critically for important intellectual content; and

Final approval of the version to be published; and

Agreement to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to
the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated and resolved.
In addition to being accountable for the parts of the work he or she has done, an author should
be able to identify which co-authors are responsible for specific other parts of the work. In

addition, authors should have confidence in the integrity of the contributions of their co-authors.

(i) Abstract.. The abstract must be 300 words or less and structured into the subsections
"Aims," "Methods and Results" and "Conclusion(s)". Authors of Original and Review articles
are required to submit a graphical abstract (schematic figure) as part of the article, in addition
to the text abstract. The graphical abstract should clearly summarize the focus and findings of
the article, and will be published as part of the article online and in PDF. The graphical abstract

should be submitted for peer review as a separate file, selecting the appropriate file-type
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designation in the journal’s online submission system. The file should be clearly named, e.g.
graphical_abstract.tiff. See this page for guidance on appropriate file format and resolution for
graphics. Please ensure graphical abstracts are in landscape format.

(iii) Introduction. This section must clearly position the study with regard to current knowledge,

provide a rationale for the current work, and state its expected contribution to the field.

(iv) Methods.To reduce a lengthy methods section, experimental details (buffer compositions,
primer sequences, etc.) may be included in a separate supplementary file for online publication.
However, each method must be briefly described and appropriately referenced in the main
article.

The correct ethical statements and a description of the statistical analysis and adherence to the

Journal guidelines must be included in the main article.

(v) Results. For presentation of data, figures are preferred to tables. Extensive numerical data
must appear in the legends to the figures rather than in the main body of text. The author must

use Sl units throughout.

(vi) Discussion. This section must summarize and highlight the novel findings and position
them with regard to current knowledge and future studies. Limitations must be acknowledged
here. The editorial team encourages authors to include a schematic drawing that illustrates the
new mechanistic insights of the study. The conclusions must provide a clear perspective to the

findings.

(vii) Funding. The author must give details of all funding sources for the work in question in a

separate section entitled 'Funding'. The authors must follow these rules:

The sentence must begin: ‘This work was supported by ...’

The full official funding agency name must be given, i.e. ‘the National Cancer Institute at the
National Institutes of Health’ or simply 'National Institutes of Health' not ‘NCI' (one of the 27
sub-institutions) or NCI at NIH” (full RIN-approved list of UK funding agencies). Grant
numbers must be complete and accurate and provided in brackets as follows: ‘[grant number
ABX CDXXXXXX]'".
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Multiple grant numbers must be separated by a comma as follows: ‘[grant numbers ABX
CDXXXXXX, EFX GHXXXXXX]’.

Agencies must be separated by a semi-colon (plus ‘and’ before the last funding agency).
Where individuals need to be specified for certain sources of funding the following text must
be added after the relevant agency or grant number ‘to [author initials]'.

An example is given here: ‘This work was supported by the National Institutes of Health
[AA123456 to C.S., BB765432 to M.H.]; and the Alcohol & Education Research Council [P50
CA098252 and CA118790 to R.B.S.R.].’

Note: Oxford University Press will deposit all NIH-funded articles in PubMed Central. Authors
must clearly indicate that manuscripts are NIH-funded using the guidelines above.

Cross-ref Funding Data Registry: In order to meet your funding requirements authors are
required to name their funding sources, or state if there are none, during the submission process.
For further information on this process or to find out more about the CHORUS initiative please

click here.

(viii) Acknowledgements. This section must describe all relevant contributions of persons who
are not a co-author on the manuscript. The journal adheres to the principles for authorship as
outlined by ICMJE.

(ix) Conflict of Interest. All authors must make a formal statement indicating any potential
conflict of interest that might constitute an embarrassment to any of the authors if it were not
to be declared and were to emerge after publication. Such conflicts might include, but are not
limited to, shareholding in or receipt of a grant or consultancy fee from a company whose

product features in the submitted manuscript or which manufactures a competing product.

If none of the authors has a conflict of interest, then the following must be stated: ‘Conflict of

Interest: none declared.’

(X) References. Authors must refer to the format as illustrated: journal names must be
abbreviated and in italics, volume numbers in bold, and page numbers must be fully written
out. All authors must be listed. In-text citations must be numerical and superscripted. The

number of references must not exceed 50. If referring to manuscripts that have not yet been
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published, either as in-press, or submitted elsewhere, a copy must be included for review by the

Editors and the reviewers.

Regular papers:

Cheng YH, Zhu P, Yang JA, Liu XJ, Dong SM, Wang XB, Chun B., Zhuang J., Zhang C..
Ischaemic preconditioning-regulated miR-21 protects heart against ischaemia/reperfusion
injury via anti-apoptosis through its target PDCDA4. Cardiovasc Res 2010;87:431-439.

Books:
Aaronson PI, Ward JPT, Connolly MJ. The Cardiovascular system at a glance. Wiley-
Blackwell, 4th ed.,2012.

Chapter in book:

Peppa M, Uribarri J, Vlassara H. Diabetes and advanced glycoxidation end-products. In:
Johnstone MT, Veves A. Diabetes and Cardiovascular Disease. 2nd ed. New York: Humana
Press, 2005:47-71.

Abstract:
As a regular paper, but add (Abstract) at end.

(xi) Figure Legends. Figure legends must start on a new page of the manuscript, but one page
may contain legends to more than one figure. Figure legends must include for each graph the
number of animals/cells/observations and the statistical test applied. It is preferable that authors

provide the exact P-value in the figure legend; rather than, P<0.05.

(xii) Figures/Tables. The journal allows a maximum of seven data figures on seven pages; an
additional half-page figure highlighting in a schematic the major findings can be included. The
data figures may have multiple panels but must be provided on a single page in portrait
orientation at the expected print size. The author may upload additional figures within the
supplement. Authors must attach figures must as a separate file(s) during the submission
process and labelled (entitled "Figure 1", for example, in the box marked "Description™ visible
during submission). Electronically submitted figures must be of high resolution (300 dpi or
greater) and in one of the following formats: tiff (.tif), bitmap (.bmp), jpeg (.jpg), portable data

format (.pdf), or postscript (.ps or .eps). Any lettering in the figures must be large enough to
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stand photographic reduction. Authors must prepare their figures for either one column width
(84 mm) or the entire page width (175 mm). The maximum height is 240 mm. The Publisher
will determine the degree of any reduction or enlargement required and in general, line

drawings will be reduced to one column width if possible.

Tables can be included in the manuscript file in an editable format.

CVR does not charge for colour representation. Where colour is necessary for proper
interpretation, such as for histology or immunostaining, authors must submit figures in colour.
Authors are also encouraged to use colour in their graphs to improve the presentation of the
data.

(xiii) Supplementary Data. Authors can submit supplementary material to support and enhance
the manuscript. Supplementary files supplied will publish online alongside the electronic

version of the article.

Authors must submit the material in electronic format together with the article through Editorial

Manager. Authors must organise the supplement as follows:

Title page

Supplementary figures/tables

Supplementary methods
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