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Impacto esperado na sociedade

As doengas cardiovasculares sdo a principal causa de morte no mundo, sendo o infarto
agudo do miocardio um dos eventos mais frequentes e graves. Apesar dos avangos da medicina,
muitos pacientes que sobrevivem ao infarto desenvolvem um processo chamado remodelagao
cardiaca, que pode prejudicar o funcionamento do coracdo e evoluir para insuficiéncia cardiaca.

Este trabalho de doutorado investigou os efeitos do MitoQ, um antioxidante que age
diretamente nas mitocondrias, na protecdo do coragdo ap6s o infarto. Os resultados obtidos em
nosso modelo experimental indicam que o MitoQ pode reduzir os danos cardiacos e contribuir
para uma recuperacdo mais eficiente. O conhecimento gerado por esta pesquisa pode abrir
caminho para o desenvolvimento de terapias mais eficazes para pessoas que sofreram infarto,

promovendo saude e bem-estar a populagao.

Impact on Society

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide, with acute
myocardial infarction being one of the most frequent and severe events. Despite medical
advances, many heart attack survivors develop a condition known as cardiac remodeling, which
can impair heart function and lead to heart failure.

This PhD research investigated the effects of MitoQ, an antioxidant that acts directly
within mitochondria, in protecting the heart after infarction. Results from our experimental
model indicate that MitoQ may reduce cardiac damage and support more effective recovery.
The knowledge generated by this study may pave the way for new and more efficient therapies

for heart attack patients, contributing to improved public health and well-being.
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Resumo

Introdugao: apds o infarto agudo do miocardio (IAM), ocorrem alteragdes morfologicas,
estruturais e funcionais no ventriculo, conhecidas como remodelacdo cardiaca (RC),
impulsionadas por fatores como disfungdes metabolicas, estresse oxidativo e inflamacao. Nesse
contexto, as mitocondrias, principais fontes de espécies reativas de oxigénio, sdo alvos
terapéuticos promissores. Contudo, a eficacia dos antioxidantes convencionais ¢ limitada pela
dificuldade de alcangar essas organelas de forma direta. Dessa forma, antioxidantes
direcionados as mitocondrias, como o MitoQ, tém sido objeto de estudos recentes.

Objetivo: avaliar a influéncia do tratamento com o antioxidante MitoQ no processo de RC apds
IAM experimental.

Métodos: Ratos Wistar machos foram submetidos ao IAM experimental ou a cirurgia simulada
(sham) e distribuidos em trés grupos: Infarto-Controle (MI), Infarto + MitoQ (MI+MQ) e
Sham-Controle (Sham). O grupo tratado recebeu solu¢do de MitoQ (500 uM) durante trés
meses, enquanto os controles receberam agua filtrada; todos receberam ragdo padrdo. Ao
término do protocolo, foram realizadas: ecocardiografia, estudo do coracdo isolado; no
ventriculo esquerdo (VE): histologia, avaliagdo da atividade enzimatica do metabolismo
energético, dos marcadores de estresse oxidativo, de expressdo proteica (Western blot),
atividade de metaloproteinases (MMPs) e expressdo global de microRNAs; no soro a analise
da metaboldémica por LC-MS e nas fezes a avaliagdo da composi¢ao da microbiota intestinal
por sequenciamento do RNA16S.

Resultados: O IAM induziu alteracdes estruturais e funcionais no ventriculo esquerdo. A area
média de infarto foi de 50% =+ 10% no grupo M1 e 53% =+ 9% no MI+MQ. Nao foram observadas
diferengas significativas entre os grupos quanto a ingestdo de agua e racdo, peso corporal,
atividade das enzimas metabolicas, MMPs ou composi¢do da microbiota. O MitoQ reduziu
significativamente a area seccional dos cardiomiocitos em 19% em comparagdo aos animais
infartados nao tratados (MI: 302 + 52 um? vs. MI+MQ: 244 + 37 um?) e diminuiu o conteudo
de colageno intersticial em 39% (MI: 7,4 £ 2,7% vs. MI+MQ: 4,7 + 1,2%). O MitoQ também
reduziu os niveis de produtos avancados de oxidagdo proteica (AOPP), aumentou a expressao
de Nrf2 e dos microRNAs miR-1961, miR-1954, miR-1928, miR-421 ¢ miR-190b, além de
reduzir os niveis séricos de 3-metil-histidina.

Conclusdao: O MitoQ atenuou a remodelacdo cardiaca por meio da reducdo do estresse
oxidativo, da fibrose e da hipertrofia cardiaca, além de modular microRNAs relacionados a vias
pro-fibroticas e pro-hipertroficas. A redugdo dos niveis séricos de 3-metil-histidina também
sugere um efeito protetor sobre a musculatura esquelética.

Palavras-chave: estresse oxidativo, antioxidante, mitocondria, mesilato de mitoquinol,
microRNA, metabolomica.



Abstract

Introduction: After acute myocardial infarction (AMI), morphological, structural, and
functional changes occur in the ventricle, known as cardiac remodeling (CR), driven by factors
such as metabolic dysfunctions, oxidative stress, and inflammation. In this context,
mitochondria, the major sources of reactive oxygen species, are promising therapeutic targets.
However, the effectiveness of conventional antioxidants is limited due to the difficulty in
directly reaching these organelles. Therefore, mitochondria-targeted antioxidants, such as
MitoQ, have been the focus of recent studies.

Objective: To evaluate the influence of treatment with the antioxidant MitoQ on the CR process
following experimental AMI.

Methods: Male Wistar rats were subjected to experimental AMI or sham surgery and allocated
into three groups: Infarct-Control (MI), Infarct + MitoQ (MI+MQ), and Sham-Control (Sham).
Treated group received MitoQ solution (500 uM) for three months, while control groups
received filtered water; all groups were fed standard chow. At the end of the protocol, the
following analyses were performed: echocardiography, isolated heart study; in the left ventricle
(LV): histology, enzymatic activity of energy metabolism, oxidative stress markers, protein
expression (Western blot), metalloproteinase (MMP) activity, and global microRNA
expression; serum metabolomics by LC-MS; and gut microbiota composition from feces
through 16S RNA sequencing.

Results: AMI induced structural and functional changes in the left ventricle. The average
infarct size was 50% + 10% in the MI group and 53% + 9% in the MI+MQ group. No significant
differences were observed among groups regarding water and food intake, body weight,
metabolic enzyme activity, MMP activity, or microbiota composition. MitoQ significantly
reduced cardiomyocyte cross-sectional area by 19% compared to untreated infarcted animals
(MI: 302 + 52 pm? vs. MI+MQ: 244 + 37 pm?) and decreased interstitial collagen content by
39% (MI: 7.4 + 2.7% vs. MI+MQ: 4.7 £ 1.2%). MitoQ also reduced levels of advanced
oxidation protein products (AOPP), increased Nrf2 expression and the expression of
microRNAs miR-1961, miR-1954, miR-1928, miR-421, and miR-190b, and decreased serum
levels of 3-methylhistidine.

Conclusion: MitoQ attenuated cardiac remodeling by reducing oxidative stress, fibrosis, and
cardiac hypertrophy, in addition to modulating microRNAs involved in pro-fibrotic and pro-
hypertrophic pathways. The reduction in serum 3-methylhistidine levels also suggests a
protective effect on skeletal muscle.

Keywords: oxidative stress, antioxidant, mitochondria, mitoquinol mesylate, microRNA,
metabolomics.
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1. INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) s3o a principal causa de mortalidade a nivel
mundial registrando mais de 20 milhdes de mortes em 2021, um ter¢o dos 6bitos globais.!*?
Mais de trés quartos das mortes relacionadas com DCV ocorrem em paises de baixa e média
renda.> No Brasil, elas foram responsaveis por aproximadamente 400 mil mortes em 2022,
sendo o infarto agudo do miocéardio (IAM) a principal causa de morte cardiovascular com 170
mil obitos anuais.!

O IAM ¢ definido como uma érea de necrose decorrente de baixa perfusdo tecidual,

43 constituindo a

acompanhado de sinais e sintomas resultantes da morte celular cardiaca,
principal etiologia de disfungdo ventricular.* O TAM desencadeia alteragdes complexas na
estrutura e fungdo do coragdo, que afetam tanto a regido infartada quanto a ndo infartada.®> Essas
alteracdes, conhecidas como remodelacgdo cardiaca (RC), vém sendo extensivamente estudadas
devido ao seu impacto na progressao da disfuncdo cardiaca e no progndstico dos pacientes.

A RC ¢ caracterizada por alteracdes moleculares, celulares e intersticiais, que se
manifestam clinicamente por mudangas no tamanho, massa, geometria e fun¢ao do coragao, em
resposta a uma agressio inicial.® Apos o IAM, o processo de RC inclui perda aguda de midcitos,
acompanhada pela degradagdo do colageno interfibrilar (especialmente dos tipos I e III), que
ocorre principalmente devido a ativagdo das metaloproteinases.”® Esse processo contribui para
o deslizamento e realinhamento dos midcitos em série, fenomeno conhecido como expansao do
infarto.6-7-10-13
A RC esta sabidamente associada a deterioracdo da funcdo ventricular, porém os
mecanismos envolvidos nesse processo ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Fatores
como estresse oxidativo, inflamacdo, alteragdes no metabolismo energético, disfuncao
mitocondrial, modulagdo de microRNAs e alteragdes na estrutura e fungdo da microbiota
intestinal tém recebido destaque como importantes mediadores da RC.!!:12

Os microRNAs (miRNAs) sao moléculas curtas de RNA nao codificante com 20 a 22
nucleotideos que bloqueiam a tradug¢do ou induzem a degradacdo dos RNAs mensageiros e,
portanto, controlam os padrdes de expressdo génica e assim regulam tanto fungdes fisioldgicas
do coragdo, quanto desempenham papel essencial em certos mecanismos de doencas

14-16 Nos ultimos anos, essas moléculas tém despertado interesse no contexto das

cardiacas.
DCV ndo somente como assinaturas moleculares para inicio de doenga, predi¢do de risco de

eventos adversos e monitoramento terapéutico, mas também como proposta terapéutica.
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Os miRNAs controlam processos importantes que contribuem para as consequéncias
fisiopatologicas do IAM. Eles podem regular a morte celular de cardiomidcitos, favorecer ou
inibir a neovascularizagdo pods-isquémica, promover a regeneracdo e a proliferacdo de
cardiomidcitos, interferir nos efeitos cardioprotetores mediados por células-tronco ou
progenitoras e até mesmo ser utilizados na reprogramacao direta de fibroblastos cardiacos em
cardiomidcitos.!”!8

Paralelamente, o metabolismo energético também passa por alteragdes significativas
durante a RC. Um exemplo ¢ a reducdo na utilizacdo de acidos graxos livres € a maior
dependéncia de glicose como fonte energética, o que compromete a -oxida¢do e leva ao
acumulo de triglicerideos, culminando em lipotoxicidade. Essas mudangas sdo acompanhadas
por atrofia e disfun¢do mitocondrial, ocasionando menor disponibilidade de energia para as
proteinas miocéardicas com atividade ATPdsica, o que promove a geragao de espécies reativas
de oxigénio e, como consequéncia, desencadeia estresse oxidativo (EO).!2!

O EO ¢ caracterizado pelo aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) associado
a reducdo das defesas antioxidantes. Esse desbalanco traz diversas consequéncias para o
miocardio, como peroxidacdo lipidica, oxidac¢do proteica, danos ao DNA, disfuncao celular,
proliferacdo de fibroblastos, ativacdo de metaloproteinases, estimulo a apoptose, alteragdes nas
proteinas de transporte de célcio, ativagdo de vias de sinalizagdo de hipertrofia, entre outras.??-
24 No coragdo, as EROs tém origens variadas, tais como: transportadores de elétrons
mitocondriais, sistema NADPH oxidase, citocromo P450, atividade das enzimas cicloxigenase,
glicose oxidase, xantina oxidase e lipoxigenase e o processo de degradacdo das
catecolaminas.?+26

As mitocondrias s3o um dos principais locais de geracdo de radicais livres de oxigénio
nas células, e ha evidéncias de que o EO mitocondrial contribui para o desenvolvimento de
DCV, como aterosclerose, insuficiéncia cardiaca, cardiomiopatia diabética, entre outras
doengas.?’*3 A produgdo de EROs pela cadeia respiratoria mitocondrial (complexos I a III)
ocorre em condicdes fisiologicas e é causada pela reducdo de um elétron de oxigénio (O2) a
superoxido (O, ).3*3% Porém, em situagdes patoldgicas este O, continua a produzir EROs que
levam a modificacdo ndo especifica de proteinas mitocondriais, lipideos e 4cidos nucleicos,
alterando assim a fun¢do mitocondrial.?*! O DNA mitocondrial é particularmente suscetivel a
modificacdo por EROs e esse dano pode levar rapidamente a alteragdes funcionais na célula,

pois codifica componentes de polipeptideos essenciais da cadeia respiratoria mitocondrial.*-3¢
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A mitocondria, no entanto, possui sistemas antioxidantes que limitam os danos,
incluindo a superdoxido dismutase de manganés, que converte o 4nion O> a perdxido de
hidrogénio, e a glutationa peroxidase, que transforma perdxido de hidrogénio em agua.’>-7-38
A disfuncdo desses sistemas esta associada a condigdes como hipertensdo e progressao da
RC 3943

Adicionalmente, a inflamac¢ao desempenha papel relevante na RC. As EROs estimulam
a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, e vice-versa. Estudos tém demonstrado que a
inflamacao sistémica estd associada a disfun¢@o endotelial e ao desenvolvimento e progressao
de DCV, e que os biomarcadores inflamatorios sao preditores de DCV, independentemente dos
fatores de risco tradicionais.**

Alteragdes na permeabilidade e microbiota intestinal podem exacerbar a inflamagao
sistémica e tem sido associada a hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca e aterosclerose.*
O comprometimento da barreira intestinal favorece a translocacdo de bactérias e toxinas, como
lipopolissacarideos (LPS), para a circulagdo, agravando a resposta inflamatoria.*¢47

Nesse contexto, a microbiota intestinal tem emergido como um componente importante
na manutenc¢do da satide cardiovascular, desempenhando papel significativo na fisiopatologia
de doengas como o IAM. Evidéncias indicam que metabdlitos produzidos pela microbiota,
como a trimetilamina-N-6xido (TMAOQO), contribuam em processos inflamatdrios, disfuncao
endotelial e progressdo da aterosclerose, estabelecendo relagdo direta com eventos
cardiovasculares graves.*** Alteragdes na composi¢do da microbiota (disbiose), caracterizadas
por redugdo de espécies bacterianas benéficas e aumento de microrganismos pro-inflamatorios,
tém sido associadas a desregulacdo imunologica e a instabilidade de placas ateroscleroticas,
fatores determinantes para o desenvolvimento do TAM.* Nesse contexto, estratégias de
modulagdo da microbiota intestinal, como intervencdes dietéticas, uso de prebidticos e
probioticos, demonstram potencial terapéutico ao reduzir biomarcadores inflamatorios, reduzir
risco cardiovascular™ e atenuar a RC.>! Assim, compreender as interagdes entre microbiota
intestinal e saude cardiovascular pode abrir novas perspectivas para a preven¢do ¢ manejo do
IAM.

Apesar dessas evidéncias promissoras ainda existem lacunas na literatura,
especialmente no que diz respeito ao impacto da suplementacdo com antioxidantes na
microbiota intestinal e no perfil de metabdlitos apds o IAM. Nesse sentido, estudos foram
realizados para testar o potencial dos antioxidantes convencionais em proteger ou reverter o

dano oxidativo, estabilizando a condi¢do fisiologica das mitocondrias.’>> Embora esses
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compostos sejam eficazes na neutralizacdo de EROs em compartimentos extracelulares e
citoplasmaticos, eles ndo conseguem atingir concentragdes adequadas dentro das mitocondrias
para proteger de danos oxidativos localizados. Como resultado, muitas doengas associadas ao
EO mitocondrial, incluindo doengas neurodegenerativas, cardiovasculares e metabodlicas, nao
sdo adequadamente controladas por antioxidantes convencionais.>*>° Essa limita¢do destaca a
necessidade de estratégias terapéuticas inovadoras que priorizem a entrega seletiva de
antioxidantes as mitocondrias.?’>%>° Nesse cendario, os antioxidantes com alvo mitocondrial,
como o MitoQ, tém se mostrado estratégias promissoras.

O mesilato de mitoquinol (MitoQ) ¢ uma ubiquinona, derivada da coenzima Q10
(coQ10), composta por um cation de trifenilfosfonio lipofilico unido covalentemente a um
antioxidante ubiquinol, biodisponivel por via oral.’’->*% Cations lipofilicos podem se mover
facilmente através de bicamadas de fosfolipideos, sem precisar de um mecanismo especifico de
absorcao; portanto, o cation trifenilfosfonio facilita a entrada e concentra o MitoQ centenas de
vezes no interior das mitocondrias, impulsionado pelo grande potencial de membrana da
organela.?’>7-3%6! Dentro das mitocondrias, o MitoQ ¢ reduzido pela cadeia respiratoria a sua
forma ativa de ubiquinol, um antioxidante especialmente eficaz para prevencao da peroxidagao
lipidica e do dano mitocondrial.?”-37-62:63

Em estudos experimentais com modelos de lesdo por reperfusdo, o pré-tratamento com
MitoQ demonstrou eficacia na protecdo contra o dano oxidativo mitocondrial, por reduzir a
apoptose de cardiomiocitos e melhorar a fungio ventricular.’®% Qutros estudos destacaram sua
efetividade em prevenir o dano organico decorrente de sepse,®® hipertensdo arterial,®
cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina®’ e disfungdo cardiaca causada por cocaina.®*
Quando administrado por via intramiocardica®® ou oral nas primeiras horas apos o IAM
experimental,®® o MitoQ reduziu dano mitocondrial, EO e contribuiu para a atenuagio da RC.

Nesse sentido, MitoQ fornece uma abordagem inovadora para atenuar o dano oxidativo
mitocondrial e parece ter potencial para se tornar uma nova intervencao terapéutica em doengas
cardiovasculares. No entanto, ainda ndo ha estudos que explorem o impacto do MitoQ sobre a
microbiota intestinal e o perfil metabdlico em modelos de IAM experimental. A compreensao
desses efeitos ¢ interessante para avaliar o potencial terapéutico do MitoQ na RC e nos

desfechos pos-IAM.
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