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Diametro da luz (A) e do vaso (B), espessura da parede (C),
razdo parede/ luz (D) e &rea de seccdo transversa (E) da artéria
femoral. Os dados estdo representados na forma de média *
EPM (n=6-7). * p< 0,01 vs. WKY, WKY-T e SHR-T; 1 p<0,01 vs.
WEKY @ WK Y T e
Resposta contratil induzida por fenilefrina (FE) na artéria
femoral. Os dados estdo representados na forma de média +
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Curva concentragdo-resposta a acetilcolina (ACh) em artéria
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Efeito do bloqueio da sintese de NO com L-NAME (100 uM) e
do KCI (60mM) sobre a resposta de relaxamento induzido por
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nitroprussiato de sédio (NPS) em artéria femoral pré-contraidas
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Imagens representativas da estrutura da arteriola muscular
marcadas pela ATPase MioSiNIiCa..........ccuvvviieeeiiiiiiiiiiiiiee
Diametro da luz (A) e do vaso (B), espessura da parede (C),
razdo parede/ luz (D) e é&rea de seccdo transversa (E) da
arteriola muscular. Os dados estdo representados na forma de
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SHR e SHR-T; T p< 0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T, 1 p< 0,05
VS. WKY-T € SHR.....o e
Heatmap dos 228 miRNAs expressos no séleo via microarray....
Heatmap dos 64 miRNAs diferencialmente expressos no grupo
hipertenso comparado ao grupo controle no séleo via microarray
Perfil de miRNAs diferencialmente expressos no grupo SHR
comparado ao grupo WKY e efeito do TF avaliados por
microarray no soéleo. MiIiRNAs com padrdao de expressao
reduzido no grupo SHR e sem alteragdo com TF (A) e com
reducdo acentuada com TF (B). MIRNAs com padrédo de
expressdo aumentado no grupo SHR e sem alteracdo com TF
(A) e com aumento acentuado com TF (B). Os dados estédo
representados na forma de média £+ EPM. * p< 0,05 vs. WKY, #
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sbleo (A e B). Os dados estdo representados como
porcentagem da média do controle + EPM. * p< 0,05 vs. WKY...
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comparado ao grupo WKY e efeito do TF avaliados por real-time
PCR. MiIRNAs com padrdo de expressao inalterado (A), com
padrdo reduzido no grupo SHR e prevenido com TF (A) e
aumentado no grupo SHR e prevenido com TF (B). Os dados
estdo representados na forma de porcentagem da média *
EPM. * p< 0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T, # p< 0,05 vs. WKY,
$ p< 0,05 vs. WKY e WKY-T e & p<0,05vs. SHR.........cccceeennnnn.
Via de regulacdo angiogénica. Alvos validados dos miRNAs
selecionados estdo marcados em vermelho na via de
sinalizacdo angiogénica mediada por VEGF gerada pelo KEGG.
O programa também nos mostra as vias de sinalizacéo
envolvidas pelo conjunto dos miRNAs como a da PI3K/ Akt,
MAPK, de sinalizacdo de calcio, adeséo focal e metabolismo do
F=Tod (o [0 J=T = Lo [U 1o [o] g1 o PSPPI
Via de regulacdo de morte celular. Alvos validados dos miRNAs
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Via de regulacdo do crescimento celular. Alvos validados dos
MiRNAs selecionados estdo marcados em vermelho na via de
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dados estdo representados como média + EPM (n=4). * p< 0,05
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grupo WKY e normalizados pelo TF no musculo soleo. Os
dados estdo representados como média + EPM. * p< 0,05 vs.
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respectivos blots representativos (K). Os dados estédo
representados na forma de porcentagem da média £+ EPM (n=7
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Os dados estdo representados na forma de porcentagem da
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Expressao de proteinas envolvidas na angiogénese no musculo
sb6leo de animais WKY, WKY-T, SHR e SHR-T. VEGF-A (A),
VEGF-B (B), VEGFR1 (C), VEGFR2 (D), eNOS (E), p-
Erkrhr2o2myr204/ Erk (F), Angpt-2 (G), TGFa (H), p-FAKrys97/ FAK
(1), Bcl-2 (J) e os seus respectivos blots representativos (K). Os
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+ EPM (n=7 por grupo). * p< 0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T, #
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WKY, WKY-T e SHR-T,  p< 0,05 vs. WKY, SHR e SHR-T.........
Representacdo esquematica de miRNAs envolvidos na
regulacdo da sinalizacdo mediada por IGF-l. IGF- aumenta a
atividade da Akt. Esta ativacdo da Akt pode ser atenuada por
PTEN. O estado ativado de Akt estimula a sintese protéica por
meio da mTOR via p70S6k e eiF4E. A Akt também inibe a
degradacao protéica por meio da supressdo da atividade de
GSK-3B e Fox0O1/3a, que induz a degradacgao protéica por meio
da ativagao da expressdo de MuRF1 e Atrogin-1. O presente
estudo tém mostrado que os miRNAs-1, -96, -146b, -182 e -205
regulam negativamente a via IGF-I / Akt/ mTOR por alvejarem
diversos genes da via. A HA cronica foi mostrada aumentar
significativamente a expressao desses miRNAs selecionados
com base na analise do perfil de expressdo por microarray de
mMiRNA. Portanto, o aumento na expressado desses MiRNAs
levou a reducdo da via de sinalizacdo IGF-I/ Akt/ mTOR pela HA
cronica promovendo a atrofia muscular por reducédo da sintese
protéica e proliferacdo celular, ao passo que, o TF corrigiu esta
sinalizacdo restabelecendo a massa muscular. As linhas
vermelhas indicam a funcéo inibidora dos miRNAs identificados
no musculo esquelético. Os miRNAs identificados em vermelho
representam mMIRNAs com alvos ja validados na literatura,
enquanto os miRNAs identificados em azul representam
MiRNAs com alvos ainda preditos..........ccooooevveiiiiiieiiceiiec e,
Representacdo esquematica de miRNAs envolvidos na
regulacdo da sinalizacdo angiogénica. Fatores de crescimento
como VEGF, FGF2, Angpt, TGF-a e IGF-I e componentes da
matriz como Fn (fibronectina) e Col IV (colageno V) aumentam
a atividade das vias de sinalizacdo mediada por FAK, p38,
PI3K/ Akt e RAS contribuindo para a angiogénese. A via mais
conhecida € medida por VEGF/ VEGFR2 ativando a via da
PI3K/ Akt. O estado ativado de Akt estimula a sintese de

proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2, aumenta a expressao de
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eNOS estimulando a permeabilidade e a sobrevivéncia celular e
ativa a p70S6k estimulando a proliferagdo endotelial.
Concomitantemente, a via sinalizada por VEGF/ VEGFR2
também ativa a FAK contribuindo para a sobrevivéncia e
migracdo da célula endotelial, podendo também ser ativada por
compenentes da matriz. O presente estudo tém mostrado que
0s miRNAs-1, -96, -140, -146b-5p, -182, -205 e -665 regulam
negativamente a via angiogénica por alvejarem diversos genes
da via. A HA cronica foi mostrada aumentar significativamente a
expressdo desses miRNAs selecionados com base na analise
do perfil de expressao por microarray de miRNA. Portanto, o
aumento na expressao desses miRNAs levou a reducédo desta
via de sinalizacdo pela HA cronica promovendo a rarefagéo
capilar, ao passo que, o TF corrigiu esta sinalizacao
restabelecendo a rede microvascular. As linhas vermelhas
indicam a funcéo inibidora dos miRNAs identificados na célula
endotelial. Os miRNAs identificados em vermelho representam
miRNAs com alvos ja validados na literatura, enquanto os
MiRNAs identificados em azul representam miRNAs com alvos
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RESUMO

FERNANDES, T. Caracterizacdo do perfil de microRNAs e genes alvo muscular
esquelético envolvidos na rarefacdo microvascular de ratos espontaneamente
hipertensos: papel do treinamento fisico. 2015. 247 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Escola de Educacéo Fisica e Esporte, Universidade de Sdo Paulo, S&o
Paulo. 2015.

A hipertensao arterial (HA) € uma sindrome multifatorial caracterizada por niveis
elevados e sustentados de pressao arterial (PA). O treinamento fisico (TF) aerdbio
tem sido utilizado como um importante tratamento ndo farmacolégico da HA, uma
vez que ele corrige a rarefacdo microvascular e o perfil de fibras muscular e reduz a
PA; entretanto, os mecanismos envolvidos sdo pouco conhecidos. Uma nova classe
de pequenos RNAs, denominados de microRNAs (miRNAs), vem sendo muito
estudados por regularem pds-transcricionalmente a expressdo de seus genes alvo.
Estudos avaliando o papel dos miRNAs na regulacdo do processo angiogénico e
trofismo muscular tanto na HA quanto induzidos pelo TF sédo desconhecidos.
Portanto, nosso objetivo € caracterizar o perfil de miRNAs e genes alvo do masculo
esquelético envolvidos nos processos de rarefacdo microvascular e dano muscular
na HA e verificar o papel terapéutico do TF de natacdo na correcdo desses
parametros. Na primeira etapa do projeto, ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) com 3 meses de idade (HA recém estabelecida) e seus controles Wistar
Kyoto (WKY) foram divididos em 4 grupos: SHR, SHR treinado (SHR-T), WKY e
WKY treinando (WKY-T). O TF promoveu reducdo da PA em SHR e bradicardia de
repouso acompanhando por um aumento VO, nos animais treinados. O TF corrigiu a
mudanca na distribuicdo dos tipos de fibra muscular em SHR paralelamente a
corregcdo na expressdao do miRNA-208b. A rarefagdo capilar foi prevenida em
animais SHR-T concomitante a corre¢cado na expressdao dos miRNAs-16, -21 e -126
envolvidos na promocdo das vias angiogénicas e desativacdo de vias apoptoticas
por alvejarem VEGF, Bcl-2 e PI3BKR2. Na segunda etapa do projeto, SHR com 6
meses de idade (HA cronica) e seus controles WKY foram divididos nos mesmos 4
grupos da primeira etapa. Similares resultados foram observados nas respostas
hemodindmicas, mudanca no perfil de fibras muscular e rarefacdo capilar. Em
contraste, foi observado uma reducdo do VO, acompanhado por uma atrofia e
disfuncdo muscular em SHR. Além disso, estes animais apresentavam disfuncéo
cardiaca e aumento na relacédo parede-lumen da artéria femoral e arteriola muscular.
O TF corrigiu estas alteracdes no vaso e no musculo. Curiosamente, o microarray de
mMiRNAs muscular revelou um perfil de miRNAs envolvidos no remodelamento
microvascular e muscular esquelético (miRNAs-96, -205, -182, -140, -328a, -665, -1,
-499, -208b e -99b) possibilitando identificar genes alvo modificados pela HA e TF.
Assim, alvos envolvidos na mudanca do perfil de fibras, sintese protéica via IGF-I/
Akt/ mTOR e da via de sinalizacdo angiogénica dependente e independente de
VEGF foram prejudicadas na HA e corrigidos pelo TF. Juntos, os resultados apoiam
a hipotese de que as alteragdes estruturais e funcionais advindas da progresséo da
HA possa ser regulada por um conjunto de miRNAs e genes alvo; e que o TF
participa no restabelecimento muscular e da rede microvascular. Assim, ha
perspectiva do potencial terapéutico do uso de miRNAs no tratamento da HA.

Palavras-chave: Hipertensao arterial; treinamento fisico; microRNA; angiogénese.



ABSTRACT

FERNANDES, T. MicroRNA profiles and their target genes involved in skeletal
muscle microvascular rarefaction of spontaneously hypertensive rats: role of
exercise training. 2015. 247 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Escola de Educacéao
Fisica e Esporte, Universidade de S&do Paulo, Sdo Paulo. 2015.

Hypertension is a multifactorial syndrome characterized by sustained high levels of
blood pressure (BP). Aerobic exercise training (ET) has been used as an important
non-pharmacological treatment of hypertension, since it corrects microvascular
rarefaction, muscle fiber type profile and reduces BP; however, the mechanisms
involved are poorly understood. A new class of small RNAs, called microRNAs
(miRNAS), has been extensively studied because they regulate their target gene
expression at the post-transcriptional level. Studies evaluating the role of miRNAs in
the angiogenic process and muscle trophism both in hypertension and exercise
training are unknown. Therefore, our goal is to characterize the skeletal muscle
mMiRNA profiles and their target genes involved in microvascular rarefaction and
muscle damage in hypertension and check the therapeutic role of swimming ET in
correcting these parameters. In the first stage of the project, spontaneously
hypertensive rats (SHR) aged 3 months (hypertension newly established) and their
controls Wistar Kyoto (WKY) were divided into 4 groups: SHR, trained SHR (SHR-T),
WKY and WKY training (WKY-T). ET promoted reduction in BP in SHR and resting
bradycardia with subsequent increase in VO, in trained animals. ET corrected the
change in proportion of muscle fiber types in SHR parallel with the correction in
mMiRNA-208b expression. Capillary rarefaction was prevented in SHR-T group
concomitant with the correction in the expression of miRNAs-16, -21 and -126
involved in promoting angiogenesis and deactivation of apoptotic pathways by
targeting VEGF, Bcl-2 and PIBKR2. In the second stage of the project, 6-month-old
SHR (chronic hypertension) and their controls WKY were divided into the same four
groups as those in the first stage. Similar results were observed in hemodynamic
responses, muscle fiber profile and capillary rarefaction. In contrast, we observed a
reduction in VO, accompanied by muscle atrophy and dysfunction in SHR. Moreover,
these animals showed cardiac dysfunction and an increase in wall:lumen ratio of the
femoral artery and muscle arteriole. ET corrected these changes in the vessel and
muscle. Interestingly, the muscle miRNA microarray revealed a profile of miRNAs
involved in microvascular and muscle remodeling (miRNAs-96, -205, -182, -140, -
328a, -665, -1, -499, -208b and -99b) making it possible to identify target genes
modified by hypertension and ET. Thus, targets involved in changing the fiber profile,
protein synthesis by the IGF-I/ Akt /mMTOR pathway, and the VEGF-dependent and
independent angiogenic signaling pathway, were impaired in hypertension and
corrected by ET. Together, these results support the hypothesis that the structural
and functional changes arising from the progression of hypertension may be
regulated by a set of miRNAs and target genes; and ET participates in restoring the
muscle and microvascular network. Thus, there are perspectives for the potential
therapeutic use of miRNAs in the treatment of hypertension.

Keywords: Hypertension; exercise training; microRNA; angiogenesis.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo arterial (HA) € uma doenca complexa e de causa
multifatorial. Seu desenvolvimento é determinado por uma combinacdo de fatores
ambientais associados a susceptibilidade genética. Muitos mecanismos tém sido
implicados na patogénese da HA, tais como, hiperatividade do sistema nervoso
simpatico, alteracdo do sistema renina angiotensina, disfungdo endotelial e
anormalidades da estrutura microvascular com prejuizo no processo angiogénico
(LEVY et al., 2001; VASAN et al., 2001; SAFAR, 2005; FEIHL et al., 2006, 2008;
BATKAI & THUM, 2012). O aumento da atividade simpatica e do débito cardiaco no
estagio inicial da HA contribui para a elevacdo da pressao arterial (PA), entretanto,
com o estabelecimento da patologia, 0 aumento da resisténcia vascular periférica
parece ser a principal causa para a manutencdo da PA elevada (LEVY, 2005; FEIHL
et al., 2006, 2008; MULVANY, 2012).

Estudos mostram que o 6xido nitrico (NO) (LEE et al., 1999; KUBIS et al.,
2002) e o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (TANG et al.,, 2004,
BYRNE et al., 2005) sdo cruciais para manutencdo da homeostase vascular. De fato,
um prejuizo nos niveis de NO, VEGF e seus receptores na HA foram descritos, e
relacionados com a disfuncdo endotelial e rarefacdo microvascular (KUBIS et al.,
2002; WANG et al., 2004). Além disso, uma ativacdo na sinalizacdo apoptética
mediada pela familia Bcl-2 ocorre em células endoteliais durante a rarefacao
microvascular induzida pela HA, sugerindo um equilibrio entre os fatores
angiogénios e apoptoticos para promocédo da integridade e funcéo vascular (GOBE
et al., 1997; KOBAYASHI et al., 2005; DE RESENDE et al., 2006).

Curiosamente, os musculos esqueléticos com alteragdo no suporte capilar
e consequentemente prejuizo na oferta de oxigénio e nutrientes, sob influéncia de
doencas cardiovasculares (DCV), estdo atrelados a uma mudanca na distribuicdo
dos tipos de fibra muscular em direcdo ao aumento na porcentagem de fibras do tipo
I, com predominio do metabolismo glicolitico. Em animais com insuficéncia
cardiaca, obesidade e HA crbnica, além da transi¢cdo do perfil de fibras, se observa
perda de massa muscular, denominada de atrofia, associada ao prejuizo da funcao
muscular (CARVALHO et al., 2003; NAGATOMO et al., 2009; BACURAU et al.,
2009; CUNHA et al., 2012, DAMATTO et al., 2013; SOUZA et al., 2014).



Embora grandes avancos tenham sido feitos no entendimento da HA
essencial, o0s mecanimos envolvidos nas anormalidades microvascular e muscular
esquelética permanecem ndo completamente elucidados. Com as novas
descobertas no ambito da genética nas Ultimas décadas, varias éareas da
comunidade cientifica tém voltado suas atencdes para uma nova classe de
reguladores da expressdo génica denominados de microRNAs (miRNAs). Essa nova
classe de pequenos RNAs codificados pelo genoma regulam varios processos
celulares sendo descritos por participarem de um amplo espectro de doencas
humanas (MARQUES et al., 2011; DICKINSON et al., 2013). .

Os miRNAs tem ganhado grande destaque por regularem pos-
transcricionalmente a expressdo de seus genes alvo (mMRNAs) (AMBROS, 2004;
BARTEL, 2004). Desde 2007, uma série de estudos demonstraram que miRNAs
especificos estdo envolvidos no desenvolvimento de DCV contribuindo para a
repressdo/ ativacdo de genes biologicamente importantes, no entanto, os miRNAs
envolvidos na HA séo pouco conhecidos (VAN ROOIJ & OLSON, 2007; URBICH et
al., 2008; QIN & ZHANG, 2011; BATKAI & THUM, 2012; QUIAT & OLSON, 2013).
Dessa forma, muitos aspectos do desenvolvimento da HA no nivel molecular ainda
sdo desconhecidos e a elucidacdo desses processos regulados por miRNAs e
identificacdo de novos alvos de miRNA na patogénese da doenca é uma estratégia
muito valiosa que pode, eventualmente, levar ao desenvolvimento de novas
abordagens para o diagnéstico precoce e/ ou tratamento da HA. Os miRNAs
trabalham de forma orquestrada para controlar uma via ou funcéo biolégica comum;
essa caracteristica unica dos miRNAs os tornam ferramentas eficientes para
determinacdo de vias especificas envolvidas em doengas ou processos bioldgicos.
(URBICH et al., 2008; QIN & ZHANG, 2011; BATKAI & THUM, 2012; QUIAT &
OLSON, 2013).

Evidéncias mostram que o treinamento fisico (TF) aerdbio reduz os niveis
de PA e melhora a fungéo endotelial e a rarefacdo microvascular na HA (AMARAL et
al., 2000; HAGBERG et al., 2000; AMARAL et al., 2001; WHELTON et al., 2002;
PESCATELLO et al., 2004; CORNELISSEN & FAGARD, 2005, FERNANDES et al.,
2012; ROQUE et al., 2013). Apesar dos progressos obtidos nesta area de pesquisa

0S mecanismos envolvidos nessas alteragcdes ndo sao totalmente compreendidos.



Estudos recentes relatam que o TF regula a expressao de miRNAs em
diferentes tecidos como o musculo esquelético e o cardiaco promovendo
angiogénese, melhora da funcédo e integridade vascular, hipertrofia cardiaca e
muscular esquelética (NIELSEN et al., 2010; FERNANDES et al., 2011; SOCI et al.,
2011; Da SILVA Jr et al., 2012), o que sugere que o TF pode recuperar a
homeostase vascular e muscular por meio da acdo de miRNAs especificos.
Entretanto, estudos avaliando o papel dos miRNAs na regulacdo desses processos
tanto na HA quanto induzidos pelo TF sdo desconhecidos. Portanto, a proposta para
essa investigacdo € verificar: 1) miRNAs e genes alvo do musculo esquelético
associados ao dano vascular e muscular na HA pré estabelecida de ratos
espontanemante hipertensos (SHR) com 3 meses de idade no inicio do protocolo
experimental e crénica com 6 meses de idade no inicio do protocolo experimental e
2) verificar o papel terapéutico do TF aer6bio sobre a rarefacdo microvascular e
alteracdes do perfil de fibras e massa muscular associadas a HA, particularmente
sobre a regulacéo de miRNAs e genes alvo em SHR.

2 JUSTIFICATIVA

A HA representa um fator de risco continuo para DCV, afetando em média
32,5% da populacdo brasileira adulta (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
HIPERTENSAO ARTERIAL, 2010). Em nosso pais, as DCV tém sido a principal
causa de morte. Em 2007 ocorreram 308.466 Obitos por doencas do aparelho
circulatério. Segundo os dados do Ministério da Saude, em 2009 ocorreram 91.970
internacdes por DCV, com custo global de R$165.461.644,33. Além da alta
prevaléncia, seu aparecimento esta cada vez mais precoce e estima-se que cerca de
4% das criancas e adolescentes sejam portadoras de HA.

A carga de doencas representada pela morbi-mortalidade devido a HA é
muito alta e por isso é considerada um grave problema de saude publica,
responsavel por um grande 6nus para os 6rgdos de saude para tratamentos e
prevencdo. Considerando os fatos, o estudo se justifica devido a investigacdo com
uso do TF ser ndo somente fundamental na prevencao primaria da HA e reducao

dos gastos publicos, mas, como uma intervengcdo ndo farmacologica, diminuindo a



incidéncia de diagndsticos relacionados a patologia e melhorando o prognaostico para
0s proximos eventos cardiovasculares.

Embora haja crescente interesse a respeito do papel dos miRNAs na HA,
ainda muito pouco se sabe sobre a influéncia deles na patologia. Dessa forma, o
entendimento dos mecanismos reparatérios induzidos pelo TF sobre a expressao de
miRNAs em SHR podera elucidar grandes eventos do quadro patoldgico associados
a HA, contribuindo para o tratamento do dano vascular e muscular esquelético.

Dados prévios do nosso laboratério corroboram com os da literatura na
tentativa de explicar os efeitos benéficos do TF sobre a expressdao de miRNAs
alvejando genes relacionados com a angiogénese, o controle do tdnus vascular e a
hipertrofia cardiaca fisiolégica (FERNANDES et al.,, 2011; SOCI et al., 2011; Da
SILVA Jr et al., 2012). Entretanto, entendemos que o0 préximo passo seria relaciona-
lo de forma direta no tratamento da HA; visto que, embora de suma importancia,
nada se tem publicado a respeito desse predmbulo contendo miRNA, HA e TF. Além
disso, € razoavel supor que o conhecimento dos miRNAs induzidos pelo TF, os
quais podem oferecer uma protecao vascular frente a HA, poderédo servir de base
para o desenvolvimento de futuras estratégias terapéuticas visando a prevencao das
anormalidades vascular e muscular esquelética, aumentando assim a sobrevida e a

melhora da qualidade de vida dos pacientes com HA.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar o perfil de miRNAs com expressao alterada e genes alvo
envolvidos na rarefacdo microvascular, mudanca no perfil de fibras e no trofismo do
musculo esquelético de SHR. Ainda, investigar o papel terapéutico do TF aerobio na
tentativa de prevenir os danos vascular e muscular associados a HA, e, portanto,
colaborar para a reducdo da lesdo de oOrgdos alvo, da resisténcia vascular e

consequentemente da PA.



3.2 Especificos
A partir do objetivo geral do estudo foram formulados alguns objetivos

especificos relacionados a cada etapa do projeto:

12 etapa: Avaliar o efeito da HA em um modelo animal geneticamente hipertenso
(SHR) de 3 meses de idade no inicio do protocolo, em que a HA foi recém
estabelecida, e do TF de natacao por 10 semanas sobre os parametros abaixo.

+ a evolucado da massa corporal;

* 0 comportamento da PA e da frequéncia cardiaca de repouso por
plestimografia de cauda;

* a capacidade de realizacdo do esforco fisico maximo e do consumo de
oxigénio de pico;

» a capacidade oxidativa muscular esquelética;

» a morfologia muscular esquelética avaliada pela razdo capilar:fibra, a
area de seccéo transversa e a distribuicdo dos tipos de fibra muscular esquelética;

« analise dos miRNAs relacionados com a resposta angiogénica, funcao e
integridade vascular; tais como, miRNAs-16, -21, -126, -221 e -222 avaliados por
real-time PCR,;

+ analise dos miRNAs relacionados com a resposta do perfil de fibras e
metabolismo muscular esquelético; tais como, miRNAs-208b e -499, avaliados por
real- time PCR;

» avaliacdo dos genes alvos por meio da expressédo protéica de VEGF,
PIS3KR2, eNOS e Bcl-2 relacionados com a angiogénese, funcdo e integridade

vascular.

22 etapa: Avaliar o efeito da HA em um modelo animal geneticamente hipertenso
(SHR) de 6 meses de idade no inicio do protocolo, HA cronica, e do TF de natacao
por 10 semanas sobre 0s parametros abaixo.

+ a evolugédo da massa corporal;

* 0 comportamento da PA e da frequéncia cardiaca de repouso por
plestimografia de cauda;

* a capacidade de realizagdo do esforgo fisico maximo e do consumo de

oxigénio de pico;



 a funcdo muscular esquelética em banho de 6rgéaos;

+ a funcdo vascular por meio da reatividade da artéria femoral em banho
de Orgaos;

* a capacidade oxidativa muscular esquelética;

« a morfologia muscular esquelética avaliada pela razdo capilar:fibra, a
area de seccéo transversa e a distribuicdo dos tipos de fibra muscular esquelética;

» a morfologia da artéria femoral e da arteriola muscular avaliadas pelo
diametro do vaso e do lumen, a espessura da parede, a area de seccao transversa e
a relacéo parede- lUmen;

* microarray de miRNA para o séleo;

* miRNAs diferencialmente expressos que apresentaram maior ou menor
expressdo no grupo hipertenso comparado ao grupo normotenso e que foram
prevenidos pelo TF aerdbio foram selecionados e 0s genes alvos foram investigados
por intermédio dos programas de bioinformatica Target Scan, miRDB, miRanda, Pic
Tar e miRWalk.

* 0s miRNAs mais diferencialmente expressos foram confirmados por real-
time PCR,;

* MRNA array com avaliacdo de 84 genes para via de angiogénese;

+ analise dos genes alvo avaliados por meio da expressdo protéica por
Western blot relacionados com a angiogénese e integridade vascular e alteragdes no
perfil de fibras e trofismo muscular.

Com base na literatura e nos dados prévios da 12 etapa do projeto, 0s
animais SHR adultos jovens com 3 meses de idade no inicio do protocolo, embora
apresentem rarefacdo microvascular, a funcdo arterial periférica e a estrutura
muscular se mantém preservadas. A utilizacdo de animais hipertensos com o dobro
de idade (6 meses no inicio do protocolo) nos possibilita comparar a progressao da
doenca na musculatura esquelética, além desta idade se assemelhar ao homem
adulto de meia idade, populagéo esta com grande prevaléncia de HA comparado ao

adulto jovem.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Hipertensao arterial

A HA é uma sindrome multifatorial caracterizada por niveis elevados e
sustentados de PA que afeta aproximadamente um bilhdo de individuos em todo
mundo, sendo considerada, portanto, um grave problema de saude publica,
representando um dos fatores de risco mais relevantes na etiologia das DCV, tais
como, doenca arterial coronariana e insuficiéncia cardiaca (VASAN et al., 2001;
CHOBANIAN et al., 2003; SAFAR, 2005; PEREIRA et al., 2009).

No Brasil, de acordo com os dados epidemioldgicos, as doencas
cardiovasculares constituem importante causa de mortalidade, sendo que a HA
atinge acima de 30% da populacao urbana adulta (com mais de 18 anos), chegando
a 65% nos individuos mais idosos. Os valores de PA que permitem classificar como
hipertensos os individuos acima de 18 anos séo pressao sistolica 2140 mm Hg e/ou
pressao diastolica = 90 mm Hg (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO
ARTERIAL, 2010). Na TABELA 1 apresenta-se a classificacdo diagnostica da HA.
Tanto o grupo limitrofe como o hipertenso estagio 1 sdo os mais prevalentes na
populacdo como um todo e os que mais podem se beneficiar com medidas
preventivas como o TF (BRUM et al., 2006).

TABELA 1 — Classificacdo diagnéstica da PA (individuos adultos = 18 anos) (VI
DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2010).

Classificacao Pressao sistolica (mmHg) Pressao diastolica (mmHg)

Otima <120 < 80

Normal = 130 < 85

Limitrofe* 130-139 85-89

Hipertensao estagio 1 140-159 90-99

Hipertensao estagio 2 160-179 100-109

Hipertensao estagio 3 =180 =110

Hipertensao sistdlica isolada = 140 < 90

Quando as pressoes sistolica e diastolica situam-se em categorias diferentes, a maior deve ser utilizada para classificacio da pressdo arterial.

* Pressao normal-alta ou pré-hipertensao sao termos que se equivalem na literatura.

A HA pode ser classificada em priméaria ou essencial e secundaria. Os
95% dos casos de HA é classificada como essencial e consiste em uma alteracao

multifatorial condicionada por fatores genéticos e ambientais. Quando os niveis de



PA estdo associados a outras situacfes patoldégicas como a insuficiéncia renal,
hipertensdo gestacional, doengas enddcrinas, entre outras, se denomina de
hipertensdo secundaria (SEVER & POULTER, 1989). Dessa forma, a HA, como a
maioria das doencas crbnicas cuja incidéncia aumenta com a idade, envolve tanto
componentes etioldgicos ambientais como hereditarios, sendo, portanto, classificada
como uma doenga poligénica e multifatorial, estando relacionada a mudancgas
morfologicas e funcionais no sistema cardiovascular e no controle autonémico em
humanos e animais (TIPTON, 1991; IRIGOYEN et al., 2003; BATKAI & THUM,
2012).

A PA é o produto do débito cardiaco e da resisténcia periférica total. Em
condi¢cdes normais, a PA deve ser mantida em uma estreita faixa de variagao,
permitindo uma adequada perfusao tecidual. Este controle envolve grande numero
de substancias e de sistemas fisioldgicos que interagem de maneira complexa para
manter a PA em niveis adequados, nas mais diversas situagdes fisiologicas. Dessa
forma, o controle da PA envolve mecanismos neurais, humorais e renais que, em
curtos e longos prazos, modulam ndo sé a atividade do sistema nervoso autbnomo
para o coragao e para 0s vasos, como também o volume sangliineo e a secrecédo de
varios horménios (KRIEGER & MICHELINI, 1992; IRIGOYEN et al., 2003).

A HA essencial em adultos pode ser explicada fundamentalmente por uma
elevada resisténcia vascular periférica ao fluxo sangiiineo sem alteracfes no débito
cardiaco (LEVY et al., 2001; SAFAR, 2005; FEIHL et al., 2006; MULVANY, 2012). A
microcirculacdo composta por arteriolas e capilares, primariamente localizadas na
parte distal da vasculatura arterial, constitui o0 maior local de origem da resisténcia
vascular (CHRISTENSEN & MULVANY, 2001; LEVY, 2005; MULVANY, 2012) e a
fundamental causa de aumento desta resisténcia é devido a diminuicdo no diametro
da luz do vaso bem como a perda dos mesmos. De acordo com a Lei de Poiseuille
(Lei de Poiseuille — R= 8nL/nr*, nos quais n = viscosidade; L = comprimento; r =
raio), a resisténcia varia inversamente a quarta poténcia do raio do vaso sanguineo,
isto significa dizer que uma pequena diminuicdo na luz do vaso aumenta
marcadamente a resisténcia (SUTERA & SKALAK, 1993). Além disso, uma reducao
no numero de vasos arteriolar e capilar dispostos em paralelo contribui
consideravelmente para o aumento da resisténcia periférica total (LEVY et al., 2001;
SAFAR, 2005; FEIHL et al., 2006, 2008).



Admite-se, portanto, que alteracdes da PA, como as encontradas na HA,
resultam no desajuste dos mecanismos de controle da macro e microcirculagéo.
Assim, a HA aparece amplamente associada com um desequilibrio do ténus
vasomotor, participando ativamente no aumento da vasoconstricdo, repercutindo
num aumento da resisténcia vascular periférica, culminando com a oclusédo arteriolar
e capilar na microcirculagéo (LEVY et al., 2001; FEIHL et al., 2006, 2008).

A literatura mostra que a HA altera o funcionamento normal na
microcirculacdo arteriolar e capilar, aumentando a resisténcia vascular periférica e
diminuindo o numero de vasos por unidade de volume tecidual. Este fendmeno é
chamado de rarefagdo microvascular e foi primeiramente notificado por
RUEDEMANN (1933) em que pacientes hipertensos tinham um reduzido nimero de
pequenos vasos, sendo posteriormente replicados os dados com outro grupo de
pesquisadores com um equipamento de visualizacdo mais sofisticado (SULLIVAN et
al., 1983). HUTCHINS et al. (1974) foram os primeiros a descreveram a rarefagao
microvascular em modelo animal, onde eles reportaram 50% de rarefacdo no
musculo cremaster de SHR. Desde entdo, tem sido confirmado por diferentes
autores, tanto em humanos quanto em modelos animais de experimentacdo para
hipertensdo (GREENE et al., 1989; ANTONIOS et al., 1999; AMARAL et al., 2000;
LEVY et al., 2001; AMARAL et al., 2001; MELO et al., 2003; FEIHL et al., 20086,
2008; FERNANDES et al., 2012).

Evidéncias experimentais sugerem que a rarefacdo microvascular,
manifestada com um aumento na distancia intercapilar, é responsavel por uma
perfusdo tecidual ndo uniforme, 0 que remete para areas pouco oxigenadas,
podendo restringir a atividade metabdlica local (AMBROSIO et al.,, 2003).
Curiosamente, DEBBABI et al. (2006) mostraram que o0 escore de Framingham para
risco cardiovascular foi negativamente correlacionado com a densidade capilar em
individuos hipertensos, indicando a necessidade de uma adequada estrutura
microvascular para manutencao da homeostase corporal.

Varios fatores e mecanismos tém sido propostos para explicar a rarefacédo
microvascular e a disfuncdo endotelial na HA. Embora ndo se conheca
completamente a causa, ela parece estar associada a uma falha no processo
angiogénico (LEVY et al., 2001; FEIHL et al., 2006, 2008).
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4.2 Hipertensao arterial e treinamento fisico aerébio

Tratamentos medicamentosos e ndo-medicamentosos sdo utilizados com
0 objetivo de reaver os valores normais de PA e restaurar a funcdo endotelial e a
rede microvascular, bem como prevenir a lesdo de 6rgaos alvo. O exercicio fisico
aerobio lidera a lista de tratamentos ndo-medicamentosos possibilitando multiplos
efeitos, principalmente hipotensor, em individuos hipertensos (FAGARD, 2005).

A incidéncia de DCV pode ser reduzida por um estilo de vida ativo. Dados
epidemioldgicos, clinicos e experimentais confirmam que a pratica regular de
exercicio fisico reduz a progressao das DCV e, portanto a morbidade e mortalidade
cardiovascular (HIGASHI & YOSHIZUMI, 2004). Além disso, estudo publicado por
MYERS et al. (2002) mostraram que individuos que apresentam fatores de risco
para DCV, incluso histérico de HA, e um nivel de capacidade fisica superior aos
individuos apenas ativos comprovaram ter um risco ainda menor de morte.

O TF aer6bio conduz a importantes adaptacdes autonémicas,
hemodindmicas e estruturais que influenciam, sobremaneira, 0 sistema
cardiovascular e muscular esquelético. A bradicardia de repouso (NEGRAO et al.,
1992), o aumento do volume sistélico (BRANDAO et al., 1993) e a atenuacdo da
atividade nervosa simpatica renal (NEGRAO et al., 1993) e muscular (GRASSI et al.,
1992) estdo entre as mais importantes alteracdes provocadas pelo TF no sistema
cardiovascular. Ja as adaptacBes periféricas promovidas pelo TF proporcionam
aumento da extracdo de oxigénio pelo musculo esquelético em atividade, tais como
aumento da atividade das enzimas do metabolismo oxidativo (HOLLOSZY &
COYLE, 1984; WIBOM et al., 1992), aumento da capilarizacdo muscular (POOLE &
MATHIEU-COSTELLO, 1996), aumento da condutancia vascular sistémica
(ROWELL et al., 1986) e aumento do fluxo sanguineo periférico (FRANCHINI, 1999).

Hoje, ha consenso sobre os efeitos benéficos do exercicio fisico aerobio
nos estagios 1 e 2 da HA (FAGARD, 2005). Muitos ensaios clinicos e metanalises
tém demonstrado que o TF provoca reducdo nos niveis de PA em individuos
hipertensos (HAGBERG et al., 2000; WHELTON et al., 2002; PESCATELLO et al.,
2004). Estudos com animais de experimentacdo também tem mostrado reducao
significativa na PA de SHR (VERAS-SILVA et al., 1997; SILVA et al., 1997; AMARAL
et al., 2001; MELO et al., 2003; FERNANDES et al., 2012; ROQUE et al., 2013). No
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entanto, é importante ressaltar que, nem todo tipo de exercicio é efetivo em reduzir a
PA em hipertensos.

VERAS-SILVA et al. (1997) demonstraram que a intensidade do TF
aerobio é fundamental para a queda pressorica pos-treinamento em SHR. Isto €,
somente o treinamento de baixa intensidade (55% do VO, pico) foi efetivo em
diminuir a PAS (presséao arterial sistolica) e PAD (presséo arterial diastdlica), nesses
animais. Ao contrario, o TF em alta intensidade (85% do VO, pico) nao modificou a
hipertensdo nesses animais. Resultados semelhantes foram observados em
humanos. HAGBERG et al. (1989) verificaram que em idosos hipertensos, o
treinamento de baixa intensidade (50% do VO, pico) foi mais eficaz em reduzir a PA
de repouso que o treinamento de intensidade moderada (70% do VO, pico), apesar
dos dois grupos terem apresentado queda significativa da PA.

Embora se conheca que o TF aer6bio promova a reducdo da PA em
hipertensos, os mecanismos envolvidos ainda néo estéo totalmente esclarecidos.

Um dos mecanismos bastante discutidos para explicar a queda da PA
induzida pelo TF estd relacionado a atenuacdo da atividade nervosa simpatica
periférica (LATERZA et al., 2007). Além disso, uma melhora na sensibilidade do
reflexo pressorreceptor também foi associada & diminuigdo na atividade nervosa
simpatica (BRUM et al., 2000).

Ainda no que concerne a reducdo da PA, diversos estudos apontam
importantes efeitos do TF aerdbio sobre a microcirculacdo em SHR, tais como
aumento na densidade capilar e da razao capilar por fibra no musculo esquelético e
cardiaco, promovendo uma completa reversdo da rarefacdo capilar ocorrida na
hipertensdo; além disso, o exercicio aerébio normalizou a resisténcia vascular
periférica para a musculatura esquelética e a razdo parede: luz arteriolar (AMARAL
et al., 2000). Estes resultados sugerem que o aumento da densidade capilar € uma
adaptacao especifica da musculatura esquelética em SHR, quando induzido pelo TF
aerdbio. A recuperacdo da rede microvascular pode contribuir para o efeito da
diminuicdo da PA por meio da reducado da resisténcia vascular periférica, a qual vem
sendo intitulada como a responsavel pela HA essencial em adultos (AMARAL et al.,
2001; MELO et al., 2003; FERNANDES et al., 2012; ROQUE et al., 2013).

Todos os tecidos do corpo humano demandam oxigénio e nutrientes, que
sdo transportados através do sistema de vasos sanguineos (RISAU, 1997). Para que
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este transporte seja adequado, é necessario um sistema vascular altamente
desenvolvido. Esta eficiéncia é mantida por meio da integridade da rede vascular e
angiogénese. Uma vez que HA promove rarefacdo arteriolar e capilar, este suporte
de oxigénio esta prejudicado, o que danifica os tecidos conduzindo a apoptose
celular (GOBE et al., 1997; KOBAYASHI et al., 2005).

Diversos fatores tém sido apontados como responsaveis pela correcédo da
disfuncdo endotelial e da defeituosa angiogénese na HA. Entre eles podemos
destacar o crucial papel do NO (KUBIS et al.,, 2002) e do VEGF (BYRNE et al.,
2005), bem como o balanco de estimuladores e inibidores de apoptose, uma vez que
esses componentes ja foram comprovados estarem imbricados nestes processos
(DE RESENDE et al., 2006).

O aumento no fluxo sanguineo para a musculatura esquelética promovido
pelo TF aerbbio, e o conseqiente aumento do estresse de cisalhamento, ou shear
stress, apresentam correlacdo direta com o aumento na liberacdo de NO e VEGF,
que também contribui para o aumento do fluxo, pois leva ndo somente &
vasodilatacdo dependente do endotélio, como a angiogénese; sendo considerados
por muitos pesquisadores o sinal primario para o remodelamento vascular
(ARAKAWA, 1993; MOYNA & THOMPSON, 2004). Em condicdes fisioldgicas, a
manutencdo, a formacdo e/ ou a perda de capilares é dependente de um fino
balanco de reguladores positivos e negativos de angiogénese (fatores pro-
angiogénicos e angiostaticos, respectivamente) (POLVERINI, 1995).

Evidéncias sugerem que uma reducdo da sobrevida das células
endoteliais, ou seja, uma maior apoptose na microcirculagcdo pode causar rarefacéo
em individuos hipertensos; embora 0os mecanismos das vias pré6 e/ ou anti-
apoptéticas ndo tenham ainda sido bem investigadas (GOBE et al., 1997). Estudos
mostram que O estresse oxidativo promove apoptose de célula endotelial na
microcirculacdo e induz rarefacdo em SHR. De fato, estudos posteriores
comprovaram gue o tratamento crénico com antioxidantes reduziu a apoptose das
células endoteliais em microvasos e preveniu a rarefacdo estrutural em SHR
(KOBAYASHI et al., 2005). Entretanto, estudos com abordagem nao farmacologica,
como o TF, no que concerne a regulacdo das proteinas pré e anti-apoptoticas, ainda

nao foram estudadas.
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A seguir discutiremos um pouco melhor cada um desses principais
mediadores de angiogénese no intuito de compreender como estdo concatenados

no processo de dano e reparo vascular na HA e seus efeitos com o TF.

4.2.1 Papel da eNOS e do VEGF na angiogénese

O NO é produzido pela acdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) em
uma reacdo que implica a conversédo do aminoécido L-arginina para L-citrulina e NO.
Para que ocorra esta reacdo € necessario a presenca de oxigénio e NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) e co-fatores como FAD (flavina adenina
dinucleotideo), FMN (flavina mononucleotideo) e BH4 (tetrahidrobiopterina)
(ALDERTON et al., 2001).

Existe 3 isoformas de NOS, codificadas por 3 genes distintos com
diferente localizacédo, regulacdo, propriedades cataliticas e sensibilidade a inibidores.
A nNOS (NOS-1), conhecida como NOS neuronal, € uma isoforma constitutiva
predominante no tecido neuronal e renal; a iINOS (NOS-2) é induzivel, e pode se
expressar em grande variedade de células e tecidos, especialmente nos macréfagos
estimulados por citocinas e outros agentes pré-inflamatérios, além de também estar
presente em células endoteliais e musculo liso vascular; e a eNOS (NOS-3),
conhecida como NOS endotelial, foi descoberta inicialmente nas células endoteliais
e se expressa de maneira constitutiva (KATUSIC & COSENTINO, 1994).

A eNOS, dependente em grande parte do complexo Ca®*-CaM (calcio-
calmodulina) para sua ativacao, € a responsavel pela producéo do NO endotelial que
desempenha uma funcéo fisiolégica importante no sistema vascular (FLEMING,
1987; NISHIDA et al., 1992). Diversos estimulos, como o shear stress, fatores de
crescimento e horménios podem promover um aumento na expressao da eNOS e
consequentemente na producdo de NO (LI et al., 2002), atuando principalmente na
vasodilatacdo, na angiogénese, na inibicdo da agregacdo plaquetaria e do
crescimento da musculatura lisa, assim como na inibicdo da ades&o de mondcitos e
leucdcitos no endotélio. Como conseqiéncia, o NO participa fundamentalmente na
manutencdo da funcdo, estrutura e integridade vascular (COHEN et al., 1983;
DUBEY & OVERBECK, 1994; KUBIS et al., 2002).

Melhores entendimentos sobre o papel das isoformas da NOS foram

possiveis com o uso dos camundongos Knockout para esses genes. De fato, o



14

animal Knockout para o gene da eNOS (eNOS™) mostrou HA sistémica com
disfungcéo endotelial, comprovando o papel chave da NO endotelial na redu¢do do
ténus vascular (HUANG et al., 1995), além de mostrar prejuizo na angiogénese (LEE
et al.,, 1999; KUBIS et al., 2002). Consistente com os dados, outros estudos
mostraram que a inibicdo crbnica da sintese de NO endotelial resultou em HA,
aumento da resisténcia vascular periférica e rarefacdo microvascular, ressaltando
um importante papel da microcirculacao na regulacao da PA (STRUIJKER BOUDIER
et al., 1992; KRIEFER et al., 2002). Além disso, SUN et al. (1999) demonstraram que
em musculo esquelético de camundongos eNOS™ o diametro arterial basal estava
significantemente reduzido comparado aos animais controle, implicado no
desenvolvimento da rarefagcdo microvascular. Por outro lado, o TF vem se mostrando
eficaz em promover elevacédo nos niveis de NO tanto em humanos (MAEDA et al.,
2001), como em animais experimentais (GREEN et al., 2004; Da SILVA Jr et al.,
2012; ROQUE et al.,, 2013), demonstrando seu papel benéfico na inducdo de
vasodilatacao e angiogénese, sendo uma terapia atrativa para doencas vasculares.

Muitas moléculas angiogénicas possuem propriedades vasodilatadoras,
sendo que a existéncia de um link molecular entre vasodilatagéo, produgéo de NO e
angiogénese tem sido estabelecida (ZICHE et al., 1994). O NO é o mediador final da
angiogénese estimulada pelo VEGF, o principal fator implicado na vasculogénese e
angiogénese (ZICHE et al., 1997; PARENTI et al., 1998).

Estudos mostram que o VEGF é um potente fator de crescimento
endotelial induzido pelo exercicio (PRIOR et al., 2004), tanto em animais (AMARAL
et al., 2001; BIROT, 2003) quanto em humanos (GUSTAFSSON et al., 2002), sendo
nao sO importante por seu efeito angiogénico, mas também pelo efeito anti-
apoptético (FERRARA, 2001).

O VEGF é um dimero protéico, sinalizador com a¢ao autOcrina e paracrina
que ativa receptores transmembranares expressos, principalmente, em células
endoteliais. Esta proteina se caracteriza como um dos membros da superfamilia de
fatores de crescimento, formado por oito residuos de cisteinas ligados por pontes
dissulfeto (HOLMES & ZACHARY, 2005). Em humanos, foram identificados seis
membros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e PIGF (fator de
crescimento placentério), tendo VEGF-A, comumente referenciado como VEGF, um

papel mais ativo no processo angiogénico.
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Até o presente momento, trés diferentes receptores para o VEGF,
receptores do tipo tirosina quinase, tém sido descritos: VEGFR1 ou Flt-1, VEGFR2
ou flk-1 (KDR) e VEGFR3 ou Flt-4, sendo que a ativacdo de cada receptor induz
efeitos distintos (GUSTAFSSON & KRAUS, 2001). A TABELA 2 apresenta o resumo

das isoformas de VEGF e seus receptores.

TABELA 2 — Especificidade dos receptores ao ligante VEGF e efeitos bioldgicos.

Membro da familia VEGF Receptor Funcéao
VEGF (VEGF-A) VEGFR1 e VEGFR2 angiogénese
manutencéo vascular
VEGF-B VEGFR1 nao estabelecida
VEGF-C VEGFR2 e VEGFR3 linfangiogénese
VEGF-D VEGFR2 e VEGFR3 linfangiogénese
VEGF-E (fator viral) VEGFR2 angiogénese
PIGF VEGFR1 angiogénese
inflamacéo

O VEGFR2 €& o receptor de maior importancia no processo de
angiogénese e aumento dos efeitos da permeabilidade do VEGF, estando o0 mesmo
envolvido no processo de diferenciacdo das células endoteliais (NEUFELD et al.,
1999; FERRARA, 1999), quimiotaxia e sobrevivéncia celular (FERRARA et al.,
2003). O VEGFR2 tem uma menor atividade com o VEGF quando comparado ao
VEGFR1, porém uma maior atividade sinalizadora. O VEGFR2 sofre uma
fosforizacdo da tirosina e desencadeia a mitogénese, a migragdo celular e a
permeabilidade vascular ao VEGF, enquanto que o VEGFR1 apresenta fraca e
indetectavel resposta (FERRARA et al., 2003).

A principal funcé&o que os receptores de VEGF (VEGFRL1 e 2) possuem no
desenvolvimento do sistema vascular foi demonstrada em estudos de animais

Knockout para estes 2 genes, em que mostraram a morte dos animais antes do
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nascimento, devido ao fato das células endoteliais terem auséncia do processo de
diferenciacéo e pela prejuizo na formacgéo de vasos sanguineos (FERRARA, 2002).

Dessa forma, o VEGF é reconhecido como uma proteina reguladora chave
da angiogénese fisioldgica tanto na fase embriogénica como pds-natal, envolvido na
formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes. Funciona
também como um potente fator pro-sobrevivéncia (anti-apoptético) para células
endoteliais. Além disso, 0 VEGF induz a expresséao de proteinas anti-apoptoticas nas
células endoteliais, auxiliando sobremaneira na formacéo de capilares ao passo que
inibe os processos que envolvem sua perda (FERRARA, 1999).

Para promocdo de suas funcdes como descritas acima € necessario a
ativacdo das vias de sinalizacdo mediadas pela interacdo do VEGF com o VEGFR2.
Resumidamente, a transducao de sinais dos receptores do tipo tirosina quinase tem
varias etapas bioquimicas: (1) interacdo do ligante com receptor; (2) dimerizacéo do
receptor; (3) ativacdo da porcéo tirosina quinase; (4) auto fosforilacdo do receptor;
(5) ligacdo e ativacdo de proteinas adaptadoras aos sitios de auto fosforilacdo. O
entendimento desses mecanismos de sinalizacdo intracelular mediados pelo VEGF
possibilita intervencdes terapéuticas para controlar o processo fisiopatoldégico da
angiogénese (SCHLESSINGER, 2000).

A estimulacdo da eNOS pelo VEGF é mediada por varios mecanismos,
indicando que outras vias estdo atreladas a alteragdo na producdo de NO,
independente da concentracdo intracelular de calcio. Entre 0os mecanismos mais
importantes podemos destacar 0 aumento na expressao génica e protéica da eNOS,
permitindo a célula endotelial produzir maiores quantidades de NO. O aumento na
expressdo da eNOS envolve a via de sinalizagcdo da PI3K (fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato) e subsequiente ativagdo da Akt (PKB, proteina quinase B) (FIGURA 1)
(FULTON et al., 1999; DAHER et al., 2010). Além disso, ha estudos que compravam
gque o NO estimula a expressdo de fatores de crescimento, tal como o VEGF
(DULAK et al., 2000), o que demonstra uma acdo sinérgica entre os 2 fatores

requerido para um apropriado crescimento vascular.
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FIGURA 1 — A sinalizagdo de VEGF/ VEGFR2 promove a sintese de NO. Em curto
prazo, a producdo de NO é mediada pelo aumento do Ca?* citosélico,
resultante da ativacdo de PLC-y e geracdo de inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3). A ativacdo de Akt conduz a fosforilacdo e ativacdo da eNOS,
proporcionando um mecanismo para a sintese sustentada de NO
independente de Ca?. A PKC também é relatada por mediar a
regulacédo positiva de eNOS induzida por VEGF, um outro mecanismo
que leva a sintese de NO a longo prazo.

Sabe-se que 0s mecanismos de controle do processo angiogénico
dependem de um balanco de proteinas que regulam a apoptose. Conforme
demonstrado, a ativacdo de VEGF e eNOS tem um importante papel no controle da
sobrevivéncia celular por estarem envolvidos diretamente na regulacdo das
proteinas apoptoticas, revelando, de fato, que estes fatores estdo intimamente
concatenados para a promoc¢do da homeostase vascular (DE RESENDE et al.,
2006).

4.2.2 Sobrevivéncia e apoptose das células endotelias
Um mecanismo chave pelo qual o VEGF promove a formacéo de novos

vasos sanguineos e mantém a sua integridade é a ativacdo da sobrevivéncia de
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células endoteliais e da sinalizacdo anti-apoptética (ZACHARY & GLIKI, 2001)
(FIGURA 2).

A sinalizacdo apoptotica por meio da via intrinseca envolve a ativacao da
pré-caspase 9 a qual € ativada por eventos de transicdo da permeabilidade
mitocondrial, com liberacdo de citocromo ¢ para 0 meio intracitoplasmatico
(SALVESEN & DUCKETT, 2002). O link de interacdo entre a mitocondria e as
caspases ocorre por meio da familia das proteinas Bcl-2 (“linfoma de células B2”). A
familia Bcl-2 vem sendo intensivamente investigada por ser uma familia de proteinas
indutoras e repressoras de morte por apoptose que participam ativamente da
regulacdo da sinalizacdo apoptotica (BORNER, 2003). Os membros da familia Bcl-2
como Bcl-2 e Bcl-xL inibem a apoptose, pois previnem a liberacdo de citocromo c e
sdo chamados de reguladores anti-apoptéticos. Por outro lado, Bad, Bax e Bak s&o
proteinas pré-apoptéticas por induzirem a liberacéo de citocromo ¢ (HENGARTNER,
2000). O citocromo c liga-se com o fator de ativacéo das proteases pré-apoptoticas 1
(Apaf-1) o qual, por meio de alteragdes conformacionais dependentes de ATP,
oligomeriza-se e forma o aptossomo, um complexo que ativara a pré-caspase 9.
Esta pro-caspase 9 ativada, desencadeia o sinal para a ativacdo das caspases 3, 6
e 7 resultando num processo amplificado e catalitico resultando no processo
apoptotico (EARNSHAW et al.,1999; SLEE, 1999).

VEGF foi mostrado pela primeira vez ser um fator de sobrevivéncia para
as células endoteliais da retina (ALON et al., 1995). VEGF inibe a apoptose de
células endoteliais em parte por ativacao da via anti-apoptotica mediada por Akt via
acao dependente de PI3K (GERBER et al., 1998). Entretanto, os efeitos em longo
prazo de VEGF sobre a sobrevivéncia de células endoteliais sdo provavelmente
mediados por meio da regulagdo positiva de componentes da maquinaria celular
anti-apoptética. VEGF induz a expressao das proteinas anti-apoptoéticos Bcl-2 e Al
(NOR et al.,, 1999; NOR & POLVERINI, 1999), as quais inibem a ativacdo de
caspases, e regulam positivamente membros da familia IAP (inibidores de apoptose)
(TRAN et al.,, 1999). Além disso, esta cascata de ativacdo medidada por VEGF/
VEGRZ2/ Akt pode inibir a atividade pré-apoptética de Bad que resulta na fosforilacéo
de Badser112 e ser1zs, mantendo o peptideo em forma inativa (fosforilado), impedindo

assim a sinalizagdo apoptotica (DATTA et al., 1997). Dessa forma, fica evidente a
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interacdo e a importancia desses fatores no combate a apoptose microvascular em
prol da inducdo angiogénica (FIGURA 2).

Curiosamente, a proteina quinase de adesao focal (FAK), desempenha um
papel chave na sinalizacdo dependente de integrina (ZACHARY & ROZENGURT,
1992) e esta fortemente implicada na manutencédo de sinais de sobrevivéncia em
varios tipos de células aderentes, incluindo as células endoteliais (ABEDI &
ZACHARY, 1997; LEVKAU et al., 1998). Esta molécula sinalizadora foi originalmente
descrita em cultura celular como uma proteina tirosina quinase localizada nos sitios
de adesdo ao substrato, o que despertou o interesse por ser um sinalizador
envolvido na mecano-transducdo entre o ambiente e as células (HANKS et al.,
1992). FAK é ativada apos estimulo de VEGF/ VEGFR?2 sinalizada pela Src quinase
que fosforila a FAK regulando a migracdo e a sobrevivéncia da célula endotelial
(ABU-GHAZALEH et al., 2001). Dessa forma, VEGF aumenta a fosforilacdo da
tirosina de FAK e a ativacdo local da FAK também promove recrutamento e
agregacao (“clusters”) de outras moléculas de FAK, como a paxilina em HUVECs
(ABEDI & ZACHARY, 1997; ZACHARY & GLIKI, 2001), o que contribui para o
ancoramento das células endoteliais e manutencdo de sinais de sobrevivéncia
celular (BRAREN et al., 2006) (FIGURA 2).

A FAK também tem sido implicada como um modulador importante da
angiogénese. Estudos tem mostrado que a delecdo de FAK nas células endotelias
gera falhas no processo angiogénico e na formacdo de novas redes de vasos
sanguineos durante o desenvolvimento embrionario, indicando um papel essencial
de FAK nestes processos (SHEN et al., 2005; BRAREN, et al., 2006). Sabe-se que a
integrina avB3 é uma via de sobrevivéncia importante para 0s vasos sanguineos
durante a angiogénese (BROOKS et al., 1994). Cross-talk entre este sistema e
receptores de VEGF tem sido documentado, uma vez que o VEGFR2 pode se
associar seletivamente a integrina avp3, considerado um mecanismo atrativo por
integrar a sobrevivéncia das células e funcbes angiogénicas de VEGF (ZACHARY &
GLIKI, 2001). Corroborando, o NO também tem sido descrito por regular a
integridade de adeséo focal e a fosforilagdo da tirosina FAK em células endoteliais,
indicando a integracdo da via NO e FAK na regulacdo da migracdo da célula
endotelial (GOLIGORSKY et al., 1999; ZACHARY & GLIKI, 2001).
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FIGURA 2 — Visdo esquematica das vias de sinalizacdo de VEGF/ VEGFR2 na
sobrevivéncia celular e angiogénese. A sobrevivéncia da célula
endotelial dependente de VEGF é mediada, em parte, por meio da
ativacao de PI3K/ Akt e desativacdo das vias apoptéticas. O aumento
da fosforilacgdo de FAK é um ponto de convergéncia de diversos
estimulos de sobrevivéncia de células endoteliais, incluindo o VEGF, as
interacbes de matriz-integrina e shear stress. A interacdo entre a
integrina avp3 e o VEGFR2 também pode desempenhar um papel de
sobrevivéncia em funcdo de VEGF. Os efeitos anti-apoptéticos de
longo prazo de VEGF podem envolver a regulacdo positiva de
proteinas anti-apoptoticas, tais como Bcl-2 e Al. Alvos donwstreams da
ativacdo da Akt na inibicdo da apoptose sdo Bad e caspase-9. Bcl-2 e
Al podem inibir os membros pré-apoptoéticos da familia Bcl-2 e as XIAP
tém como alvo as caspases efetoras terminais (caspases 3 e 7). FAK:
proteina de adeséo focal, MEC: matriz extracelular, SS: shear stress,
PI3K: fosfoinositidio 3 quinase; Akt: proteina quinase B; eNOS: 6xido
nitrico sintase endotelial, Bcl-2 e BAD: proteinas anti e pré-apoptéticas
respectivamente; Al: proteina anti-apoptética, XIAP: inibidores de
apoptose; S6K: p70S6 quinase.
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O desequilibrio apoptético é uma caracteristica marcante de numerosas
patologias humanas e desempenha um critico papel em varias DCV incluindo
insuficiéncia cardiaca, isquemia cardiaca, aterosclerose e HA (HAUNSTETTER &
[ZUMO, 1998; FORTUNO et al., 2003). A apoptose tem sido observada em
diferentes tecidos em SHR comparado ao seu controle WKY. Interessantemente,
vérias anormalidades da musculatura esquelética incluindo aumento de niveis de
noradrenalina, elevacdo intracelular de Ca?* livre, redistribuicdo de tipos de fibra,
apoptose, reducdo de densidade capilar, entre outras, tem sido demonstrada em
SHR (QUADRILATERO & RUSH, 2006). Em SHR, como mencionado, a rarefacdo
capilar pode ser produzida pela apoptose endotelial, mediada em grande parte pelo
prejuizo na ativacdo de VEGF/ VEGFR2 (WANG et al.,, 2004). Nessas células, o
sistema renina angiotensina, particularmente a angiotensina Il, ativa a enzima
NADPH oxidase, aumentando a producdo de superoxido e diminuindo a producéo
de NO na HA. O endotélio microvascular de SHR € exposto ao aumento do estresse
oxidativo repercutindo em maior apoptose celular, em grande parte devido ao
aumento na atividade da xantina oxidase (SUZUKI et al., 1998) e NADPH oxidase
(WU et al., 2001) e/ ou uma reducéo na atividade da superéxido desmutase (ITO et
al., 1995). Entretanto, até 0 momento poucos estudos foram desenvolvidos com esta
teméatica na HA, principalmente no que concernem as vias de sinalizagdo
intracelular. Além disso, a apoptose e o perfil de varias proteinas relacionadas a
apoptose e a sobrevivéncias das células endoteliais ndo tem sido examinadas no

musculo esquelético de animais hipertensos quando induzidos pelo TF.

4.3 Hipertensdo arterial e treinamento fisico: alteragcdes no musculo
esquelético

Sabidamente, a angiogénese representa uma resposta adaptativa
essencial do musculo esquelético ao TF aerdbio, contribuindo para a melhora da
capacidade aerdbia muscular (transporte, fornecimento e extragdo de oxigénio)
(AMARAL et al.,, 2001; LAUFS et al.,, 2004; WAHL et al., 2007). Por outro lado,
muasculos esqueléticos com alteragcdo do suporte capilar e consequentemente
prejuizo na oferta de oxigénio e nutrientes, sob varias condi¢des, tais como, fatores
de risco cardiovascular e DCV, apresentam uma mudanc¢a na distribuicdo dos tipos
de fibra muscular em diregcdo ao aumento de fibras do tipo Il. A origem da transi¢ao
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de fibras do tipo | para Il em musculo séleo de SHR ainda permanece pouco
conhecida, porém estudos mostram associagdo com a rarefagcdo capilar
acompanhada de mudancas nas propriedades metabdlicas (NAGATOMO et al,
2009; BACURAU et al., 2009; SOUZA et al., 2014).

De acordo com os pressupostos acima, estudos mostram que quando
ocorre a transicdo das fibras do musculo esquelético, as diferentes propriedades
morfolégicas da fibra muscular sdo transformadas em uma tipica sequéncia
temporal: a densidade capilar e as atividades das enzimas do metabolismo
energético sdo alteradas precocemente durante a transformacdo e precedem a
mudanca na atividade da ATPase miofibrilar e as caracteristicas contrateis do
musculo (BROWN et al., 1976; BENBACHIR-LAMRINI et al., 1990).

Em mamiferos, as fibras do musculo esquelético sdo geralmente
classificadas em fibras do tipo | e tipo Il de acordo com as diferentes atividades da
ATPase miosinica, ap0s pré incubacdo em diferentes pH, podendo as do tipo Il ser
subclassificadas em IIA, IIX/D e IIB. As fibras do tipo Il sdo caracterizadas por serem
fibras de contracdo rapida com predominancia do metabolismo glicolitico, ao passo
que as fibras do tipo | sédo caracterizadas por serem fibras de contracédo lenta com
predominéncia do metabolismo oxidativo (ARMSTRONG & PHELPS, 1984; HORI et
al., 1998; NAKATANI et al., 2003).

Estudos na literatura mostram que o muasculo esquelético de individuos
hipertensos, assim como de SHR, contém uma maior porcentagem de fibras de
contracao rapida e glicolitica, ou seja, as do tipo Il comparados aos seus controles
normotensos (BENBACHIR-LAMRINI et al, 1990; LEWIS et al, 1994
BORTOLOTTO et al.,, 1999; NAGATOMO et al.,, 2009). Interessantemente, 0S
resultados obtidos na composi¢do dos tipos de fibra do musculo esquelético séleo
realizado tanto pela técnica de histoquimica pela reacdo da ATPase miosinica
guanto pela técnica de eletroforese em gel SDS-PAGE para deteccdo das miosinas
de cadeia pesada (MHC) para cada tipo de fibra, foram positivamente
correlacionadas independente da técnica empregada (BORTOLOTTO et al., 1999).

Segundo BORTOLOTTO et al.(1999), o principal resultado obtido em seu
estudo foi que em todos os estagios de hipertensao (4, 16 e 24 semanas), 0 musculo
séleo de SHR continha uma maior propor¢édo de fibras do tipo Il do que o musculo
s6leo de ratos WKY, bem como de fibras hibridas, fibras estas que contém dois tipos
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de MHC em uma mesma fibra muscular isolada, no caso do SHR maior proporc¢ao
de fibras hibridas IIA+1IX. A presenca de maior propor¢cédo de fibras hibridas é um
indicador de transic&o do tipo de fibra muscular no musculo em questéo.
Recentemente, MINAMI et al. (2007) mostraram os efeitos do TF,
associado ou nédo ao tratamento com perindopril (inibidor da enzima conversora de
angiotensina), sobre a capilaridade e os tipos de fibra no masculo séleo de SHR. Os
autores observaram que o tratamento cronico com perindopril aumenta a capacidade
de exercicio em animais nao treinados, enquanto ela ndo afeta a capacidade de
exercicio adquiridos como resultado de TF. Além disso, os autores descobriram que
perindopril em resposta ao TF promove mudancgas adaptativas no musculo séleo,
como aumento da densidade capilar e da porcentagem de fibras do tipo I.
Interessantemente, os autores ndao observaram alteracdo na composicao dos tipos
de fibra nos grupos SHR treinado e SHR tratado com perindopril quando comparado
ao grupo SHR sedentario, embora tenham observado uma maior capilarizacdo
nestes grupos. Por outro lado, um estudo mais recente do mesmo grupo, mostrou
que o tratamento farmacolégico com um blogueador de canal de célcio
(Azelnidipine), ou um antagonista do receptor de angiotensina Il tipo | (Olmesartan)
ou mesmo o TF significativamente aumentaram a densidade capilar e a
porcentagem de fibras do tipo | no musculo séleo de SHR (GUO et al., 2008).
Embora os resultados na literatura ainda estejam um pouco controversos no gue se
refere as alteracdes na proporcdo dos tipos de fibra em resposta ao TF na HA,
também nao foi possivel observar a comparacao entre o perfil dos tipos de fibra no
grupo SHR treinado comparado ao seu controle normotenso WKY, com intuito de
averiguar uma normalizac&o perante a composi¢ao nos tipos de fibra muscular.
Embora os estudos relatem uma mudanca no perfil de fibras musculares
esqueléticas na HA, nenhum deles observou alteracdo na massa muscular em
animais hipertensos até 24 semanas de idades (BENBACHIR-LAMRINI et al., 1990;
LEWIS et al.,, 1994; BORTOLOTTO et al.,, 1999; NAGATOMO et al., 2009).
Curiosamente, CARVALHO et al. (2003) determinaram, no musculo séleo,
mudancas na expressao das isoformas de MHC, o diametro dos tipos de fibras e o
indice de atrofia muscular durante a transicdo da hipertrofia ventricular para
insuficiéncia cardiaca induzida por estenose aoértica. Os animais desenvolveram uma

miopatia no musculo soleo, caracterizada por diminuicdo na porcentagem das fibras
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do tipo | e aumento da frequiéncia das fibras do tipo lla, na hipertrofia cardiaca (apos
18 semanas) e na insuficiéncia cardiaca (apds 28 semanas). Entretanto, a atrofia
das fibras do tipo lla ocorreu somente durante a insuficiéncia cardiaca.

Recentemente, DAMATTO et al. (2012) relataram, pela primeira vez na
literatura, mudancas nas isoformas de MHC e atrofia do musculo séleo induzida pela
insuficiéncia cardiaca em SHR. Foi observado o quadro de insuficiéncia cardiaca em
SHR por volta dos 18 meses de idade e as alteragbes musculares foram associadas
aos fatores de regulacdo miogénica e expressao de miostatina e folistatina.

Diversos estudos da literatura mostram o efeito benéfico do TF na
correcdo da atrofia muscular e mudancas dos tipos de fibras em animas com
insuficiéncia cardiaca por diversas etiologicas, tais como, infarto do miocardio,
trangénicos com hiperatividade simpatica e estenose aortica (BACURAU et al., 2009,
CUNHA et al., 2012; MOREIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2014, BRUM et al., 2014),
entretanto nenhum estudo até o momento reporta os efeitos do TF sobre estas
alteracbes em animais com disfuncdo cardiaca de etiologia hipertensiva como o0s
SHR.

O remodelamento do musculo esquelético € um processo dinamico e
responsivo a sinais extracelulares mediados pelo TF, atividade neural, hormonios,
fatores de crescimento e citocinas. O aumento da massa muscular é entendido como
balanco positivo entre a sintese e a degradacdo protéica, realizado pela
coordenacao integrada da complexa rede de vias de sinalizacdo intracelular.
Estudos empregando animais transgénicos com delecdo ou superexpressdo de
agentes hipertréficos contribuem, sobremaneira, para a investigagcdo destas vias
reguladoras do trofismo muscular; entretanto, ainda existe muito a ser compreendido
a respeito (SCHIAFFINO et al., 2013).

4.3.1 Sintese protéica muscular esquelética via IGF-I/ Akt/ mTOR

Nos ultimos anos, um grande numero de estudos tem mostrado que
algumas doengas, tais como, cancer, diabetes, AIDS e DCV (LECKER et al., 1999;
TISDALE, 2005), e condicdes ambientais ndo favoraveis, como a imobilizacdo e
jejum podem levar a reducdo da massa muscular esquelética, conhecida como
atrofia muscular (BODINE et al., 2001, SCHIAFFINO et al.,, 2013). Em contraste, o

TF (resistido, aerébio ou intervalado) pode induzir um aumento da massa muscular
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esquelética, conhecida como hipertrofia muscular (FRY, 2004). Tais interacdes
sugerem que a dindmica na regulacdo da massa muscular esquelética compreende
um balanco entre a sintese e a degradacdo protéica, um processo finamente
regulado.

Os avancos cientificos na area molecular favoreceram o entendimento
das vias de sinalizacdo intracelular responsaveis pela regulacdo tréfica da
musculatura esquelética, bem como suas adaptacfes a diferentes tipos de TF;
assim, diversos estudos tém sido publicados abordando este tema com elevada
riqgueza de detalhes (GOLDSPINK, 2003; RENNIE et al., 2004; GLASS, 2003, 2005;
NADER, 2005; BASSEL-DUBY & OLSO, 2003, 2006; BACURAU et al., 2009,
CUNHA et al., 2012; MOREIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2014).

A sintese protéica é regulada em muitos niveis e envolve varios
mecanismos de sinalizacdo intracelular. Entre os mecanismos intracelulares que
controlam a sintese protéica, a via sinalizada pelo fator de crescimento similar a
insulina (IGF-I), originado de fontes autécrinas e/ou parécrinas, promove acao
anabdlica e anticatabodlica por se ligar ao seu receptor tirosina quinase IGF-IR,
desencadeando a ativacdo de quinases intracelulares como a Akt (FIGURA 3)
(GOLDSPINK; 2003; PARKINGTON et al., 2004; GLASS, 2005; NADER, 2005;
ATHERSON et al., 2005; BODINE, 2006; LEGER et al., 2006b; FUJITA et a., 2007).

A familia da Akt € composta por trés membros: Aktl (PKB-a), Akt2 (PKB-
B) e Akt3 (PKB-y). Estas trés isoformas compartilham mais de 80% de homologia e
sdo expressas de maneira especifica nos tecidos; assim, as isoformas Aktl e Akt2
sdo predominantemente expressas no musculo-esquelético, cérebro, coragcdo e
pulmdo e a isoforma Akt3 é predominante no cérebro e testiculo (COFFER &
WOODGETT, 1991; JONES et al., 1991).

A fosforilacdo e ativacdo da Akt sdo conhecidas por uma variedade de
estimulos, como fatores de crescimento (DATTA et al., 1999), citocinas e hormonios,
de maneira dependente da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) (FRANKE et al., 1995),
sugerindo um importante papel da Akt na fungdo mitogénica celular. De fato, estudos
genéticos com camundongos knockout para o gene Aktl (Aktl”™) mostram
deficiéncia no crescimento muscular (CHO et al., 2001) e camundongos que
superexpressam Aktl resultam num fenotipo hipertréfico, caracterizado com

aumento do tamanho tecidual (MATSUI et al., 2002). Especificamente no musculo
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esquelético, a expressdo da isoforma ativa de Aktl resulta na hipertrofia de
miotubulos in vitro (ROMMEL et al., 2001) bem como em ratos in vivo, além de
prevenir atrofia de masculos denervados (BODINE et al., 2001).

Estudos mostram que o TF resistido, tanto agudo quanto cronico, é capaz
de ativar a Akt (LEGER et al., 2006b; ATHERTON et al., 2005; BOLSTER et al.,
2003; NADER & ELSER, 2001). Vale ressaltar que esta via de sinalizagdo também é
uma via chave na hipertrofia cardiaca fisiol6gica de camundongos submetidos ao TF
aerobio (McMULLEN et al., 2003).

O TF, como ja bem estabelecido, corresponde a um potente agente tréfico
para a musculatura esquelética, o qual aumenta os niveis locais de IGF-l. Segundo
ATHERSON et al. (2005), o TF aumenta a produc¢éo de IGF-I, conduzindo para uma
cascata de ativacao sequencial, ordenada por PI3K, PDK1 e 2 (quinase dependente
de fosfoinositideos-1 e 2) e Akt. Em seguida, Akt promove ativacdo de duas vias
independentes como mMTOR (mammalian target of rapamycin) e GSK-3[3 (glicogénio
sintase quinase-3f), direcionadas para o controle do trofismo muscular esquelético
(FIGURA 3). Estas vias de sinalizacao intracelular também foram descritas por
outros autores em detrimento aos efeitos do TF (HERNANDEZ et al.,, 2000;
BOLSTER et al., 2003; PARKINGTON et al., 2004; LEGER et al., 2006b).

A PI3K é uma enzima amplamente expressa cuja atividade enziméatica
primaria € a fosforilacdo de fosfatidilinositol (Pl-fosfolipideos de membrana) na
posicdo D3 do grupo inositol. A familia PI3K medeia uma gama de efeitos biolégicos
por meio da acado de segundos mensageiros por ela gerados, os Pl fosforilados na
posicdo D3, que se ligam as moléculas que possuem dominios PH (Pleckstrin
Homology), recrutando-as para a membrana (CANTRELL, 2001).

A ativagdo da Akt € um processo que envolve varias etapas e proteinas
adicionais. A ativacdo e translocacdo da PI3K por IGF-I induzida pelo TF promove a
fosforilacdo do fosfatidilinositol 2 fosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3 fosfato (PIP3),
gue leva a translocagéo da Akt para a membrana e uma modificagdo conformacional
gue permite que a PDK1 e a PDK2 fosforilem os residuos Ser473 e Thr308, ativando
totalmente a Akt (CHAN & TSICHLIS, 2001; ALESSI et al., 1996). Sugere-se que 0
residuo Thr308 seja fosforilado pela PDK1 e o residuo Ser473 pela propria Akt,
outras quinases ou pela PDK2 (CHAN & TSICHLIS, 2001). A proteina PTEN

(phosphatase and tensin homolog) € conhecida como um regulador negativo da via
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de Akt, porque ela desfosforila substratos de fosfatidilinositol, especificamente PIP3,
resultando em PIP2, o que inibe a via de sinalizacao de Akt (SONG et al., 2012).

Uma vez ativada, Akt fosforila uma sequéncia de substratos, incluindo
MTOR no residuo Ser2448 e GSK-3R no residuo Ser9, que regulam a sintese
protéica, transcricdo génica e proliferacao celular (GLASS, 2003).

Estudos mostram que a mTOR atua na traducgéo global de proteinas, visto
gue trés dos alvos conhecidos da mTOR - p70S6k (p70 ribosomal S6 kinase) , 4E-
BP1 (eukaryotic initiation fator 4E [eiF4E] binding protein 1) e o eEF2 (eukaryotic
elongation fator 2)- contribuem para a traducao protéica, por meio da facilitacdo do
inicio deste processo e pela biogénese dos ribossomos. A fosforilacdo do
polipeptidio ribossémico S6 induz, por um mecanismo desconhecido, na tradugdo do
5TOP (5 -terminal oligopyrimidine sequence) mMRNA, uma regido contendo
sequéncias de oligo-pirimidinas na regiao 5 UTR (5’ untranslated region - 5' UTR)
adjacente ao CAP (m7GpppG). O 5TOP mRNA codifica componentes da
maquinaria de traducdo, tais como, fatores de elongacéo, proteinas ribossomal e
proteinas ligadas a poli (A) e, portanto, desempenha um papel chave na modulacdo
da eficiéncia de traducdo. De maneira mais direta, a mTOR fosforila a proteina 4E-
BP1 liberando o fator da iniciacdo de traducdo elF4E, impedindo que este iniba o
inicio da traducao protéica por meio do acoplamento com a extremidade CAP dos
MRNAs. Uma vez liberado, elF4E uni-se ao elF4G e ao elF4A formando o complexo
eiF4F, o que contribui para a continuacdo da etapa da traducdo do mRNA em
proteina. Além disso, mTOR sinaliza para p70S6K inibir eEF2K, a qual reduz a
fosforilacdo sobre eEF2 direcionando para o processo de elongamento muscular
(WANG & PROUD, 2006; FUJITA et al., 2007).

A Akt, por uma via de sintese protéica independente de mTOR, fosforila
GSK-33 na Ser9, promovendo a sua inibicdo no musculo esquelético (CROSS et al.,
1995). A GSK-3 tem como seu substrato a glicogénio sintetase, uma enzima que
regula a sintese de glicogénio. Uma vez fosforilada por Akt, GSK-3M3 se torna inibida,
favorecendo a sintese de glicogénio. O eiF2B (eukaryotic translation initiation fator
2B) é alvo do GSK-3M3, inibindo sua atividade em favor do catabolismo protéico. Por
outro lado, GSK-3[ inativa, ou seja, fosforilada, promove uma reducdo na
fosforilacdo da elF2B na Ser535, promovendo o inicio da traducdo (VYAS et al.,
2002).
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Estudos tém mostrado que a deplecéo do ATP celular pode regular mTOR
mediada pela via da fosforilagdo da proteina quinase ativada por AMP (adenosine
monophosphate-activated protein kinase-AMPK), fosforilando diretamente TSC2
(tuberous sclerosis complex 2), o que induz a inibicdo da mTOR. Sabe-se que AMPK
pode ser ativada em situacdes de estresse energético, tais como exercicio, hipdxia e
hipoglicemia, inibindo vias de sintese e estimulando a de degradacao protéica para a
manutencdo da homeostase energética (ATHERSON et al., 2005).

A progressao e o desenvolvimento da atrofia muscular se deve por uma
inibicdo da via de sintese protéica podendo ser suplantada pelo aumento da via de
degradacdo protéica (SCHIAFFINO et al., 2013).

...............................
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FIGURA 3 — Esquema representativo da via de sinalizagdo mediada por IGF-I na
regulagédo da massa muscular. O IGF-1 ao ligar no seu receptor IGF-IR
ativa duas principais vias: MAPK que permite a proliferagéo celular por
meio da ativacdo de ERK1/2 e a da PI3K/ Akt/ mTOR que promove a
diferenciacdo celular e hipertrofia por meio da ativacdo de sintese
protéica muscular e inibicdo da proteolise muscular.
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4.3.2 Degradacéo protéica muscular esquelética

Uma importante acdo da Akt no controle do trofismo muscular esquelético
se deve a regulacdo da transcricdo génica via inativacdo de FoxO (Fatores de
Transcricdo da Forquilha), também conhecido por FKHR, um fator de transcricdo
responsavel pela transativacdo de genes envolvidos com componentes do sistema
proteolitico coordenado pelo sistema ubiquitina-proteossoma (FIGURA 3)
(BIRKENKAMP & COFFER, 2003, VAN DER HEIDE, et al., 2004).

Trés isoformas da FoxO tém sido amplamente investigadas e
relativamente bem caracterizadas, a FoxO1, FoxO3a e FoxO4 (BIGGS et al., 2001).
As isoformas FoxO s&o predominantemente localizadas no compartimento nuclear
onde estdo expressas na forma ativa, porém, quando fosforiladas nos residuos
Thr24 e Ser256 para FoxO1 e Thr32 e Serl93 para FoxO3a, principalmente pela
Aktl, as proteinas FoxO sao sequestradas para o citosol ligando-se a proteina 14-3-
3, onde sao incapazes de transcrever genes envolvidos no processo de atrofia
muscular. Portanto, em situacdes de atrofia muscular, a diminuicdo da via de
sinalizacdo da Akt permite a transcricdo da MAFbx/ atrogin-1(atrophy gene-1) e
MuRF1 (muscle ring finger 1), dois especificos componentes das E3 ligases
(BODINE et al., 2001; SANDRI et al., 2004; STITT et al., 2004; LATRES et al., 2005).
O sistema ubiquitina-proteassoma € conhecido como sendo o principal mecanismo
de degradacdo protéica em estado atrofico (LECKER et al., 1999, CUNHA et al.,
2012; GIELEN et al., 2012). Estas E3 ligases aumentam muito sua expressao na
atrofia muscular induzida por DCV, como a insuficiéncia cardiaca (CUNHA et al.,
2012; GIELEN et al., 2012; SOUZA et al.,, 2014; BRUM et al., 2014). Além disso,
estudos tem mostrado que MAFbx/ atrogin-1 pode inibir a tradugéo de proteinas por
degradar, via sistema ubiquitina-proteassoma, o elF3f, impedindo a sinalizac&o
MTOR-p70S6k (SANCHEZ et al., 2013).

Curiosamente, tem sido demonstrado em modelos de animais atroficos
gue o aumento da expressédo de MuRF1 pode ser mediado por NF-kB, e a regulacéo
positiva de MAFbx/ atrogin-1 mediada por p38 MAPK, sendo independente da via de
sinalizacado Akt/ FoxO (ZHANG & LI, 2012).

Portanto, com base na literatura apresentada, muito se tem esclarecido
sobre os mecanismos envolvidos na regulacdo da massa muscular esquelética,

entretanto, as vias de sinalizagdo envolvidas na alteracdo da massa muscular pela
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HA sdo desconhecidas. E possivel observar que a sinalizagido da Akt é capaz de
sincronizar vias anabdlicas e catabdlicas, tornando-se uma proteina alvo no ambito
terapéutico.

Apesar desse importante papel do exercicio na prevencédo e no tratamento
da HA, os mecanismos envolvidos nestas alteracfes vasculares e musculares
também n&o sdo totalmente compreendidos. Além disso, muitos aspectos do
desenvolvimento da HA no nivel molecular ainda sdo desconhecidos. O advento do
perfil transcricional usando microarrays de RNAs mensageiros (mMRNA) e RNA-seq
(RNA sequencing) tem rendido importantes insights sobre a fung&o dos diferentes
tecidos, assim como a identificagdo de marcadores sistémicos sob diversas
condicdes patolégicas. Porém, na Ultima década, as atencdes dos pesquisadores
tem se voltado, principalmente, para outros tipos de mecanismos de regulacéo
génica em DCV: os mecanismos poés-transcricionais. A descoberta de pequenos
RNAs, incluindo miRNAs e a utilizacdo de pequenos RNA de interferéncia (SIRNA),
proporcionaram um avancgo cientifico e técnico para a genética em sistemas
biolégicos.

Dessa forma, a andlise de miRNAs tem possibilitado o entendimento do
desenvolvimento de diversas DCV e a elucidacao desses processos regulados por
mMiRNAs e identificacdo de novos alvos de miRNA na patogénese da doenca € uma

estratégia muito valiosa tanto para prevencao quanto para o tratamento das DCV.

4.4 MiRNA

Os miRNAs sdo moléculas de acido ribonucleico (RNA) de fita simples,
com um tamanho de aproximadamente 22 nucleotideos, ndo codificadores de
proteinas, atuando principalmente na repressdo da traducdo de proteinas em
plantas e animais (KIM, 2005; GUO et al., 2010). Estudos de bioinformatica mostram
gue um terco de todos os genes codificadores de proteina e, essencialmente, todas
as vias bioldgicas estdo sob o controle de miRNAs (HARTMANN & THUM, 2011).
Dessa foram, ndo é surpreendente que esta classe de pequenos RNAs desempenhe
papeéis na progresséo da doenca vascular e muscular esquelética.

O lin-4 (do inglés lineage-deficient-4) foi descoberto em 1993 como o
primeiro miRNA, sendo nesta época associado a regulacdo do desenvolvimento

larval em Caenorhabditis elegans (nematodes) (LEE et al.,, 1993). Mais tarde, foi
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demonstrado que o Ilin-4 atuava no nivel pds-transcricional e apresentava
complementaridade parcial com a regido 3 -UTR (regido ndo traduzida) do mRNA da
proteina lin-14 (LAU et al., 2001; AMBROS, 2004). O segundo miRNA, denominado
let-7, foi descoberto somente 7 anos apos a descricao do lin-4. Verificou-se entdo
que o let-7 também atuava no nivel poés-transcricional e apresentava
complementaridade parcial com a regido 3'-UTR do mRNA da proteina lin-41
(REINHART et al., 2000; LEE & AMBROS, 2001). Essa descoberta possibilitou o
levantamento da hipétese de que pequenos RNAs pudessem estar presentes e
desempenhar funcbes similares em outras espécies, além dos nematédeos. Foi
constatado que lin-7 e lin-41 sdo evolutivamente conservados em metazoarios, com
homologos que foram prontamente detectados em moluscos, ouricos do mar,
moscas, camundongos e humanos. Essa conservacgéo evolutiva fortemente indicou
um papel mais geral de pequenos RNAs na regulacdo desenvolvimental, o que abriu
perspectivas para a descoberta de novos miRNAs e de outros processos biologicos
que incluiam seu mecanismo de regulacdo (PASQUINELLI et al., 2000).

A partir de entdo, novos miRNAs foram descobertos e hoje ja existem
mais de 35.000 sequéncias de mIRNAs maduros, de mais de 220 tipos de
organismos diferentes, catalogados no banco de dados de bioinformatica (miRBase)
(URBICH, KUEHBACHER & DIMMELER 2008; KINGWELL, 2011). Até o inicio de
2014, de acordo com o site do miRBase 21.0, identificou-se mais de 2.500 miRNAs
na espécie humana comparado aos mais de 1.900 em camundongos e 700 em
ratos, indicando que o numero de miRNAs parece correlacionar a maior
complexidade do organismo (LIU et al., 2012). Dessa forma, & possivel que este
namero seja muito maior, e que esta classe seja uma das maiores reguladoras
génicas enddgenas encontradas até hoje (OLENA & PATTON, 2009).

Em humanos, aproximadamente um terco dos miRNAs sdo organizados
em clusters. E provavel que um dado cluster seja uma Unica unidade transcricional,
sugerindo uma regulacdo coordenada de miRNAs em cluster. Andlise in silico,
revelou que mais da metade dos clusters contém duas ou mais sequéncias de
mMiRNAs semelhantes. No entanto, € muito raro miRNAs que apresentem sequéncias
idénticas quando maduro serem repetidos em um cluster. Esta organizacao
gendmica confere expressao simultanea de miRNAs semelhante, possivelmente

levando a diversidade combinatéria e sinergia dos efeitos biol6gicos. No entanto,
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todos os miRNAs derivados de um mesmo cluster ndo sdo expressos em niveis
iguais, sugerindo que os miRNAs sao regulados também em nivel pés-transcricional.
Além disso, uma parcela significativa de miRNAs estdo localizados na regido
intrdbnicas de genes codificadores de proteinas, podendo atuar de forma sinérgica a
esta (LEE & DUTTA, 2009).

Os miRNAs exercem seus efeitos regulatorios ligando-se a regiao 3'-UTR
de mRNAs alvo. Este mecanismo de atuacdo permite a reducdo dos niveis protéicos
de seus genes alvo, raramente afetando o nivel de expressédo transcricional (KIM,
2005).

A regulacdo pos-transcricional exercida pelos miRNAs na regido 3' UTR
depende do grau de complementaridade com o mRNA alvo, podendo ocorrer por
inibicdo da traducdo ou degradacdo do mRNA. O pareamento de modo imperfeito
com o mRNA acarreta a inibicdo da traducéo do alvo, sendo o principal mecanismo
de atuacdo dos miRNAs em mamiferos. Em funcdo dos miRNAs possuirem
sequéncias pequenas e agirem sem a necessidade de pareamento completo, um
anico miRNA pode regular muitos mRNAs alvo, além de cooperarem no controle de
um unico mRNA (BRENNECKE et al., 2005, GUO et al., 2010). Alguns estudos
indicam que um miRNA possa regular 200 mRNAs apresentando fun¢des totalmente
diversas. Desta forma, os miRNAs constituem uma enorme e complexa rede
regulatoria da sinalizacdo celular. Em plantas, a regulacdo dos miRNAs ocorre
principalmente por meio de sua interacdo perfeita com o mRNA, levando-o a sua
degradacédo (mecanismo de siRNA). No entanto, ja se tém exemplos da ocorréncia
deste tipo de silenciamento génico também em mamiferos (HAMMOND, 2005,
VALENCIA-SANCHES et al., 2006; GUO et al., 2010).

Estudos recentes do transcriptoma e de bioinformatica sugerem a
existéncia de milhares de outros tipos de RNAs néo codificadores de proteina,
porém o numero deles codificados dentro do genoma humano é desconhecido.
Diferentemente do miRNA, muitos dos RNAs nao codificadores recentemente
identificados n&do foram validados para a sua funcdo; € possivel que muitos néo
sejam funcionais (HANGAUER et al.,, 2013). Os RNAs longos ndo codificantes
(IncRNAs) fazem parte dos RNAs nao codificadores que interagem com as principais
vias de crescimento celular, proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia.

Recentemente descoberto, os IncRNAs tém sido descritos por regularem a
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expressao de gene, e pode agir como esponjas de miRNA para reduzir os niveis de
mMiRNA (HANSEN, et al.,, 2013; WANG et al.,, 2014). Assim, o entendimento dos
mecanimos regulados por diferentes RNAs ndo codificantes revelam uma area
promissora de investigacdo que podem contribuir futuramente para o entendimento

dos processos moleculares induzido por condicdes fisiologicas e patologicas.

4.4.1 Localizacao

Os miRNAs em mamiferos sdo expressos a partir de diversas regides do
genoma, podendo estar presentes em regides intergénicas, em introns codificadores
e em éxons de regifes codificadoras e ndo codificadoras (FIGURA 4) (OLENA &
PATTON, 2009).

Além disso, aproximadamente 50% dos mIRNAs encontrados em
mamiferos sdo localizados em estreita proximidade com outros miRNAs, e séo
chamados de clusters (MUKHERJI et al., 2011). Esses aglomerados séo transcritos
a partir de uma Unica unidade transcricional, forma também conhecida como
policistrénica (THUM et al., 2010). Nao obstante, ha miRNAs que podem ser
transcritos a partir de promotores separados, sugerindo que estes possuam suas
proprias unidades de transcricdio (MONTGOMERY & VAN ROOIJ, 2010). Alguns
mMiRNAs sdo gerados a partir de regides que néo sao codificantes, ao passo que
outros sdo (OLENA & PATTON, 2009). Aproximadamente 40% dos loci de miRNAs
estdo localizados em regibes intrbnicas, ndo codificantes, enquanto
aproximadamente 10% sdo encontrados em regido exOnica nao codificantes
(MUKHERJI et al., 2011). Alguns miRNAs podem ser classificados como intrénicos
ou exobnicos dependendo dos padrbes de splicing alternativo que seus genes
hospeiros sdo submetidos (VASUDEVAN et al., 2007).
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FIGURA 4 — Localizacdes gendmicas dos miRNAs (Adaptado de KIM et al., 2009).

4.4.2 Biogénese e mecanismo de agao

A maioria dos miRNAs sao transcritos pela RNA polimerase Il gerando um
transcrito primario chamado pri-miRNA (CZECH & HANNON, 2011). Esses miRNAs
primarios, foram transcritos como se fossem um gene codificador de proteinas, por
isso apresentam a estrutura cap 5’ e a cauda de poli (A) (WILLIAMS et al., 2009). A
geracdo do miRNA maduro é precedida de eventos de clivagens realizados por
complexos enzimaticos (HE & HANNON, 2004).

O processo de formacdo dos miRNAs tem inicio a partir do pri-miRNA, o
qual apresenta uma estrutura de dupla hélice do tipo hairpin (~300 nucleotideos),
sendo processado no nucleo por uma ribonuclease do tipo Il denominada Drosha, e
seu cofator DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8). A molécula
resultante do processamento da Drosha € denominada de precursor do miRNA (pré-
miRNA), o qual é exportado do nucleo para o citoplasma pela exportina 5, uma
proteina de exportacdo nuclear dependente de Ran-GTP como cofator. No

citoplasma, o pré-miRNA sofre a acdo de outra ribonuclease do tipo Il denominada
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Dicer e d& origem a um pequeno e imperfeito duplex (dupla fita) de RNA que contém
tanto a fita de miRNA maduro quanto sua fita anti-sense (KIM, 2005; OLENA &
PATTON, 2009; THUM & VAN ROOIJ, 2010; KINGWELL, 2011).

O produto da Dicer € incorporado por um complexo multimérico
denominado RISC (RNA-induced silence complex), o qual contém proteinas da
familia Argonauta como principais componentes de atuacdo na catalise a qual
realiza (CZECH & HANNON, 2011). Apenas uma das fitas do duplex de miRNA
permanece no complexo RISC para controlar a expressao poés-transcricional de
genes alvos. Geralmente a parte do duplex com menor estabilidade sera
selecionada para ser elemento do complexo RISC (KHVOROVA et al., 2003;
SCHWARZ et al., 2003; VASQUES et al., 2012). A quantidade expressa do miRNA
pode ser controlada na transcricdo do pri-miRNA, nos passos da biogénese, e
também no turnover do miRNA maduro (SCHWARZ et al., 2008).

A expressdo endogena dos genes pode ser regulada de duas formas
pelos miRNAs maduros. A primeira € pela clivagem ou degradagéo total do miRNA
com o seu mMRNA induzida pelo pareamento perfeito dos nucleotideos do miRNA
com seu mRNA alvo (RHOADES et al., 2002). A segunda forma de regulacdo, mais
comum em animais, ocorre por intermédio de repressdo traducional, por
complementariedade parcial (DOENCH & SHARP, 2004). Nesse tipo de regulacdo
ha apenas total complementaridade com o0 mRNA alvo de uma regido do miRNA que
abrange do segundo ao oitavo nucleotideos. Essa sequéncia é denominada como
regido seed, ou semente, e é responsavel pela especificidade do miRNA (LEWIS et
al.,, 2005; VASQUES et al, 2012). Os animais possuem regides de
complementariedade ao seed em regides 3" UTR dos seus mRNA alvos sendo essa
regido do mRNA preferencial para o acoplamento dos miRNAs e a efetivagdo do seu
mecanismo de acdo de regulacdo negativa (LAU et al., 2001; VASQUES et al.,
2012). O miRNA maduro de fita simples, incorporado ao complexo protéico RISC,
direciona o miRNA para a regido de complementaridade na regidao 3'-UTR do mRNA
alvo, para efetuar a regulagcdo negativa da expressdo de genes por repressao
traducional (SCHWARZ et al., 2008) (FIGURA 5).
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FIGURA 5 — Biogénese dos miRNAs e seu mecanismo de agdo (HE & HANNON,
2004).

4.4.3 MiRNA e angiogénese

MiRNAs especificos regulam a funcao das células endoteliais, sendo que
estes miRNAs estdo envolvidos principalmente com a regulacdo dos processos de
apoptose, angiogénese e inflamacdo vascular (URBICH et al., 2008; SUAREZ &
SESSA, 2009; QUINTAVALLE et al., 2011).

A importancia dos miRNAs em células endoteliais foi demonstrado por
meio de estudos com modelo knockout para Dicer, o qual demonstrou que a
presenca desta enzima € necessaria para a angiogénese embrionaria e o

desenvolvimento normal do camundongo (YANG et al.,, 2005). Em analogia, o
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modelo knockdown para a enzima Dicer resultou em reduzida proliferacado da célula
endotelial e formacdo vascular (SUAREZ et al., 2007). Além disso, o modelo
knockdown de ambas Dicer e Drosha resultou em prejuizo no desenvolvimento
capilar e na formacéao de tubos das células endoteliais (KUEHBACHER et al., 2007).
Dessa forma, os resultados demonstram o papel determinante dos miRNAs sobre a
regulacdo da célula endotelial e angiogénese pés natal via seu processamento pelas
enzimas Drosha e Dicer.

O perfil de expressao de miRNAs em células endoteliais foi documentado
e varios miRNAs altamente expressos foram relacionados com fatores pr6é e anti-
angiogénicos (MiRNAs pro-angiogénicos-17-92 cluster, -23/-27, -126, -130a, -210, -
296, -378 e let-7f; miRNAs anti-angiogénicos -15b, -16, -20, -21, 92a, -221, -222, e -
328) (FIGURA 6) (POLISENO et al., 2006; URBICH et al., 2008; SUAREZ & SESSA,
2009; QUINTAVALLE et al., 2011), de acordo com a previsdo dos mRNAs alvo pelos
algoritmos. Entretanto, alvos especificos validados e fun¢des nas células endoteliais
relacionadas com a angiogénese, inflamacéo, apoptose e funcdo vascular tém sido
caracterizadas por apenas alguns destes miRNAs. Entre os miRNAs envolvidos
nestes processos, 0s MiRNAs-16, -21, -126, -155, -221 e -222 tem papel de
destaque (WANG et al., 2008; URBICH et al., 2008; SUAREZ & SESSA, 2009; SEM
et al., 2009; WEBER et al.,, 2010; QUINTAVALLE et al., 2011; CHAMORRO-
JORGANES ET AL., 2011; SUN et al., 2012).
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FIGURA 6 — MiRNAs e angiogénese. Varios miRNAs pré-angiogénicos estimulam a
angiogénese regulando fatores pré-angiogénicos como o VEGF. Isto
resulta em uma maior e acelerada formacdo de vasos sanguineos,
portanto, em um aumento do suporte de oxigénio (pontos azuis) e
nutrientes (pontos laranja), promovendo o metabolismo oxidativo.
Inversamente, os mIRNAs anti-angiogénicos inibem a formacdo de
vasos através da inducdo de fatores anti-angiogénicos como a
trombospondina-1 (TSP-1) e outras proteinas relacionadas (adaptado
de FRAISL et al., 2009).

O miRNA-126 é o unico sugerido como sendo especificamente expresso
em ceélulas endoteliais e células progenitoras hematopoiéticas. Expresso de forma
abundante, o miRNA-126 foi descrito por regular a migracao de células inflamatorias,
a formacdo da rede de capilares e a sobrevivéncia celular envolvido, portanto, na
disfuncéo, inflamacdo e rarefacdo vascular em patologias (FISH et al., 2008;
STASZEL et al., 2011; NAZARI-JAHANTIGH et al., 2012, Da SILVA Jr et al., 2012).

Importantes estudos que utilizaram animais knockdown para o mMIiRNA-126
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mostraram prejuizo na migragdo de células endoteliais durante o crescimento dos
vasos, ruptura do limen vascular, comprometimento na formacao do tubo endotelial
e processos hemorragicos (WANG et al., 2008; FISH et al., 2008; STASZEL et al.,
2011; NAZARI-JAHANTIGH et al., 2012). As analises ao nivel molecular revelaram
gque o MiRNA-126 inibe a proteina relacionada ao brotamento 1 (SPRED1) e a
subunidade reguladora 2 do fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIK3R2, também
conhecida como p85-), os quais regulam negativamente a sinalizacao de VEGF por
inibir as vias MAPK e PI3K/ Akt (WANG et al., 2008; FISH et al., 2008; Da SILVA Jr
et al., 2012).

Interessantemente, o VEGF e a proteina anti-apoptética Bcl-2 foram
identificados por abordagens de bioinformatica e validados como alvos para o
MiRNA-16 em células endoteliais, mostrando que miméticos deste miRNA promoveu
reducdo na expressdo de VEGF e Bcl-2, enquanto que os antagonistas especificos
aumentaram sua expressdo (URBICH et al., 2008; SUAREZ & SESSA, 2009;
QUINTAVALLE et al.,, 2011; CHAMORRO-JORGANES et al.,, 2011; SUN et al.,
2012). Além disso, estudos mostram que a superexpressdao do miRNA-16 promoveu
menor proliferacdo, migragéo e formacéo de tubos de células endoteliais in vitro, e a
superexpressdo por lentivirus de miRNA-16 reduziu a capacidade das células
endoteliais para formar vasos sanguineos in vivo (CIMMINO et al., 2005; DEJEAN et
al., 2011). Corroborando, o miRNA-21 também é um miRNA apoptotico alvejando
Bcl-2, sugerindo seu importante papel na regulacdo da atividade angiogénica
intrinseca da célula (URBICH et al., 2008; SUAREZ & SESSA, 2009; SEM et al.,
2009; WEBER et al., 2010; QUINTAVALLE et al., 2011)

Diversos estudos tem mostrado, por meio de predi¢do bioinformatica, que
0s MiRNAs- 221 e -222 alvejam a eNOS e o c-kit, um marcador de célula tronco,
presente também em células progenitoras endoteliais. (URBICH et al., 2008;
SUAREZ & SESSA, 2009; QUINTAVALLE et al., 2011; BATKAI & THUM, 2012).
Interessantemente, em recente estudo, foi mostrado que o mMIRNA-155 é um
regulador essencial da expressdao da eNOS e da vasodilatacdo dependente do
endotélio. Eles sugerem que a inibicdo do miRNA-155 possa ser uma nova
abordagem terapéutica para melhorar a disfuncdo endotelial durante o
desenvolvimento de DCV (SUN et al., 2012). Entretanto, a expressdo de miRNAs e

sua regulagéo na fisiologia vascular e em DCV sao pouco conhecidas.
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Além da participacdo de miRNAs no controle da célula endotelial, alguns
miRNAs foram descritos por regularem o fenédtipo das células do musculo liso
vascular (CMLV). Entre eles podemos destacar os miRNAs-1, -133a, -10a, -21, -
143/145, -100, -204 e let-7d (BOETTGER et al., 2009; ALBINSSON et al., 2010;
NAZARI-JAHANTIGH et al.,, 2012). Evidéncias de que os miRNAs também séo
essenciais para o desenvolvimento, diferenciacdo e fung¢ao contrétil das CMLV foram
demonstradas pelo modelo knockout para Dicer, apresentando remodelamento
hipotrofico e alteracdo na organizacdo da lamina elastica de aorta, perda da funcao
contratil da artéria umbilical, bem como a reducdo da expressdo de genes
especificos das CMLV (ALBINSSON et al., 2010). Curiosamente, o cluster de
mMiRNAs-143/145 é requerido para a manutencao do fendtipo contratil das CMLYV,
para a contratilidade normal das artérias, e para o controle da PA (BOETTGER et al.,
2009; NAZARI-JAHANTIGH et al., 2012).

Embora o tema seja inquietante e com grande perspectiva no
entendimento molecular de diversas DCV, poucos sao os estudos com a tematica
HA, sendo que estudos avaliando miRNAs pré e/ou anti-angiogénicos em SHR séo
desconhecidos. Com base na descricdo dos estudos citados, diversas evidéncias
sugerem que a acdo de especificos mIRNAs sdo muito importantes para a
manutengdo da homeostase microvascular, uma vez que estdo envolvidos
especificamente na regulacdo de diversos processos celulares como proliferacao,
diferenciacéo, migracao celular, inflamacao e apoptose podendo, portanto, contribuir
para a disfuncdo endotelial, reduzida capacidade angiogénica e o remodelamento
vascular amplamente observados na HA (BATKAI & THUM, 2012; DANGWAL et al.,
2012; THUM, 2012, NAZARI-JAHANTIGH et al., 2012).

Oligonucleotideos conhecidos como anti-miRs tém sido desenvolvidos
para silenciar miRNAs endogenos especificos, de modo que administracdo sistémica
por via intravenosa destes oligonucleotideos tem mostrado eficacia na inibicdo de
mMiRNAs alvos em varios tipos de tecidos. Por outro lado, miRNAs com diminuida
expressao em tecidos afetados por patologias, uma possivel estratégia terapéutica é
aumentar os niveis destes por meio da introducdo de miR-mimicos (OOl et al.,
2014). Embora grandes avancos tenham sido feitos no tratamento farmacolégico via

inibicdo ou superexpressao de miRNAs em DCV, anti-miRs e miR-mimicos ainda
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nao foram utilizados para o tratamento da HA, assim como o tratamento nao

farmacoldégico induzido pelo TF na normalizacao de miRNAs envolvidas na HA.

4.4.4 MiRNA e musculo esquelético

O desenvolvimento do musculo cardiaco e esquelético € orquestrado por
redes evolutivamente conservadas de fatores de transcricdo que regulam a
expressdo de genes envolvidos no crescimento, diferenciagdo e contratilidade
muscular (WILLIAMS et al., 2009). Estudos recentes revelaram que, além de ativar
0s genes envolvidos na diferenciacdo e contracdo muscular, estes fatores de
transcricdo miogénico ativam a expressado de um conjunto de miRNAs com a fungéo
de "ajustar" a saida dessas redes de transcricdo, resultando em respostas celulares
precisas para os sinais de desenvolvimento, fisiologia e patologia. A integracao
destes pequenos RNAs no programa transcricional muscular expande ainda mais a
precisdo e a complexidade da regulacdo de genes nas células musculares, uma vez
que miRNAs sdo capazes de regular varios mRNAs e mRNAs podem ser alvo de
muitos mMiRNAs (RAO et al., 2006; ZHAO et al., 2007; WILLIAMS et al., 2009).

Os miRNAs-1, -133a e b, -206, -208b e -499 sdo especificos do musculo e
tem sido estudados por contribuirem para o desenvolvimento muscular.
Curiosamente, estes miRNAs chegam a representar 25% dos miRNAS expressos no
musculo esquelético; reconhecidos por controlarem o crescimento, a diferenciacéo e
a contratilidade muscular (CHEN et al., 2006; CALLIS et al., 2007; CHEN et al.,
2010; KOUTSOULIDOU et al., 2011; LIU et al., 2012).

Os miRNAs-1 e -133 s&o expressos no musculo cardiaco e esquelético e
séo regulados transcricionalmente pelos fatores de regulagdo miogénica, tais como,
MyoD, miogenina, Mef2 e SRF (serum response factor) (RAO et al., 2006; CHEN et
al., 2006; CHEN et al.,, 2010). O miRNA-1 promove a diferenciacdo de células
progenitoras cardiacas e esqueléticas com sua saida do ciclo celular em mamiferos
(ZHAO et al., 2007), enquanto o miRNA-133 inibe sua diferenciagdo mantendo as
células em estado proliferativo (CHEN et al., 2006).

O aumento na expressdao do mMiRNA-1 no musculo esquelético de
camundongos apos 3 horas de uma Unica sessdo de exercicio fisico aerobio foi
observado por SAFDAR et al. (2009). Este aumento foi associado a reducdo na
expressao do seu alvo histona deacetilase 4 (HDAC4), um repressor transcricional
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da expressao génica muscular, assim como pelo aumento dos fatores de regulacao
miogénica como MyoD, e desse modo, promoveriam o remodelamento da lesao
ocasionado pela sessao de treinamento (SAFDAR et al., 2009; CHEN et al., 2010).

Por outro lado, o efeito crénico do exercicio levou a uma diminuicdo na
expressdo do mMIiRNA-1 associada a hipertrofia muscular em favorecimento a
expressao de genes importantes no crescimento muscular, como, c-Met, HGF e IGF-
| (MCCARTHY & ESSER, 2007). Além disso, o treinamento resistido com a ingestédo
de aminoacidos também diminuiu a expressdao do miRNA-1 em homens jovens
(DRUMMOND et al., 2008). O IGF-1 € um alvo do miRNA-1, o que pode explicar, em
parte, o fenétipo hipertréfico durante as respostas inicias de sobrecarga advindas do
TF (MCCARTHY & ESSER, 2007, ELIA et al., 2009).

O miRNA-206 é o Uunico especificamente expresso na musculatura
esquelética, e sua expressao parece ser induzida por MyoD e miogenina durante a
miogénese, promovendo a diferenciagdo muscular (MCCARTHY, 2008; CHEN et
al., 2010; KOUTSOULIDOU et al., 2011). HDAC4, PAX7 (marcador de célula
satélite), MET (codifica o receptor de membrana c-Met, essencial para o
desenvolvimento embrionario e cicatrizacdo muscular) e Notch3 sédo alguns dos
genes alvo do miRNA-206 relacionados ao processo de diferenciacdo muscular.
(MCCARTHY, 2008; CHEN et al., 2010; LIU et al., 2012).

O miRNA-128a ¢é altamente expresso no cérebro e musculo esquelético e
a sua expressao é aumentada durante a diferenciacdo de mioblastos (CHEN et al.,
2006, 2010). MOTOHASHI et al. (2013) identificaram o substrato 1 do receptor da
insulina (IRS1) como um alvo do miRNA-128a. Os autores mostraram que a
superexpressao do miRNA-128a reprime a proliferagcdo de mioblastos com uma
diminuicdo do IRS1 e da atividade da Akt. Por outro lado, a inibicdo do miRNA-128a
aumentou o tamanho dos miotubos das células musculares C2C12, com um
aumento na expressdo protéica de IRS1 e na atividade da Akt. Notavelmente, a
administragdo de antisense de miRNA-128a por 4 semanas induziu
significativamente a hipertrofia do muasculo esquelético em camundongo, sugerido
como um regulador negativo contra componentes da via anabdlica IGF-1/ Akt.

O miRNA-486 também foi descrito ser expresso no musculo esquelético
envolvido na regulacdo do trofismo muscular. O miRNA-486 participa da regulacéo
da atividade da Akt, visando diretamente a regido 3' UTR da PTEN e FoxO1 em
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miotubos (SMALL et al., 2010; XU et al., 2012). Além disso, a inibicdo do miRNA-486
in vivo induziu atrofia da fibra muscular (HITACHI et al.,, 2014). XU et al. (2012)
mostraram que o MIRNA-486 foi suficiente para impedir a atrofia do musculo
esquelético induzido pela doenca renal cronica em camundongo.

Esses miRNAs do musculo esquelético também parecem participar de
doencas musculares incluindo hipertrofia cardiaca e distrofia muscular, tal como a
distrofia muscular de Duchenne (YUASA et al., 2008; CHEN et al., 2010; LIU et al.,
2012).

As fibras do musculo esquelético também s&o caracterizadas pela
expressdo de isoformas de MHC e outras proteinas contrateis que determinam a
eficiéncia da contragdo (BASSEL-DUBY & OLSON, 2006). Nas fibras do tipo | de
contracdo lenta e predominio do metabolismo oxidativo associadas a alta resisténcia
aerodbia, o tipo B-MHC é o predominante, enquanto a fibra do tipo Il expressa
miosina rapida, de predominio do metabolismo glicolitico e suscetiveis a fadiga
(BASSEL-DUBY & OLSON, 2006). Interessantemente, foi relatado que um intron do
gene a-MHC (Myh6) codifica um miRNA, o miRNA-208a, que € necessério para o
aumento de B —MHC (Myh7) no coracéo de animais adultos em resposta ao estresse
e o hipotireoidismo (VAN ROOIJ et al., 2007). Dado que o miRNA-208a e da sua
miosina hospedeira, a-MHC, sdo apenas expressas no coracéo, estes resultados
levantaram questdes interessantes como a que outros miRNAs poderiam controlar o
tipo de fibra e o programa génico de proteinas contrateis em musculo esquelético
(VAN ROOWJ et al., 2009).

VAN ROOLIJ et al., (2009) mostraram a existéncia de mais dois miRNAs
em genes de MHC. O gene da B-MHC codifica 0 miRNA-208b, o qual tem uma
sequéncia seed idéntica ao do miRNA-208a; e difere dele por apenas 3 nucelotideos
na regido 3. Um terceiro membro dessa famila € o miRNA-499, codificado pelo gene
Myh7b, uma miosina pouco estudada que compartilha grande homologia com o
gene B-MHC. Estes dois miRNAs sdo bastante expressos em musculo com perfil
oxidativo, como o séleo, por apresentam fibras do tipo | com predominéncia de -
MHC (FIGURA 7).
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FIGURA 7 — Representacdo esquematica da localizagdo gendmica dos miRNAs
presentes em diferentes genes da MHC e suas sequéncias
nucleotidicas (VAN ROOIJ et al., 2009).

Curiosamente, a delecdo do miRNA-208b ou do miRNA-499 nao alterou a
expressdo do outro miRNA no séleo, e a andlise do tipo de fibra apresentou pouca
ou nenhuma diferenga no numero de fibras musculares do tipo I, em qualquer um
dos animais mutantes em comparacdo com o tipo selvagem. Porém, com a geracéao
do animal duplo knockout (dKO) para os miRNAs-208b e -499 verificou-se uma
perda substancial de fibras musculares do tipo | no séleo dos dKO. A perda de fibras
lentas nos camundongos dKO também foi evidenciado pela reducdo da expressao
protéica e génica de B-MHC, e um concomitante aumento na expressdo de
isoformas de miosina rapida tipo lla e lIx e tipo IIb (VAN ROOIJ et al., 2009).

Por outro lado, a superexpressdo do miRNA-499 foi suficiente para induzir
uma completa conversao de todas as fibras rapidas no séleo para um perfil de fibras
lentas do tipo I. Notavelmente, quando os animais foram submetidos a um teste de
tolerdncia ao esforco fisico em esteira, 0s que superexpressavam 0 mMiRNA-499
correram 50% a mais do que os controles tipo selvagem, indicando uma maior
resisténcia aerobia resultante da reprogramacéo de fibras musculares com inducao
de predominio de fibras do tipo I, contracdo lenta e metabolismo oxidativo. Além
disso, os autores investigaram possiveis alvos desses miRNAs relacionadas ao
controle de B-MHC. Os achados mostram que os fatores de transcricdo SOX6 (um
membro da famia SOX de fatores de transcricdo), PURB (purine-rich negative
regulatory element) e SP3 sdo alvos dos miRNA-208b e -499 no musculo
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esquelético, e que animais dKO tem aumento na expressdo desses fatores (VAN
ROOIJ et al., 2009). Outros estudos também mostraram que SOX6, PURB e SP3
inibem a expressdo de B-MHC no musculo esquelético implicado na mudanca do
perfil de fibras musculares (HAGIWARA et al., 2007; JI et al., 2007).

A FIGURA 8 retrata os miRNAs e seus principais genes alvos validados
envolvidos na proliferacdo celular, diferenciacdo e hipertrofia/ atrofia muscular
podendo ser regulados pelo exercicio fisico e por patologias.

Estudos ainda ndo foram realizados avaliando a expressdo desses
MiRNAs e a mudanca de tipo de fibra em DCV, e em especial na HA. Uma vez que
na HA e DCV h& uma mudanca no perfil de fibras musculares, seria pertinente
pensar que 0os MiRNAs-208b e -499 estariam participando dessa alteragao e que o
TF aerdbio seria um forte candidato para a normalizacdo desses parametros, uma
vez que ele conhecidamente aumenta o metabolismo oxidativo associada ao

predominio de fibras do tipo I.

TREINAMENTO

Fisico PATOLOGIAS
miR-208b/499 miR-133
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FIGURA 8 — MiIRNAs muscular esquelético e genes alvo selecionados que regulam
a proliferacao celular, diferenciacéo e hipertrofia/ atrofia em resposta ao
exercicio fisico e as patologias. miR= miRNA.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais experimentais

Para realizacdo da 12 etapa do estudo foram utilizados 28 ratos machos
espontaneamente hipertensos (SHR), com 3 meses de idade no inicio do protocolo
experimental com o quadro de HA pré estabelecido e 28 ratos machos Wistar Kyoto
(WKY), como controles do SHR. Para realizagdo da 22 etapa do estudo foram
utilizados 42 ratos machos espontaneamente hipertensos (SHR), com 6 meses de
vida no inicio do protocolo experimental com o quadro de HA crbnica e 42 ratos
machos Wistar Kyoto (WKY), como controles do SHR. Os animais foram
provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (ICB-USP). Os animais utilizados neste estudo foram
mantidos em gaiolas plasticas em grupos de 3 ou 4 animais por caixa e separados
por grupo experimental. A temperatura ambiente do biotério foi mantida entre 22°-
24°C com luz controlada em ciclo invertido de claro-escuro de 12 em 12 horas. Agua
e comida foram administradas ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados
de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, sendo este projeto de pesquisa
aprovado pelo Comité de Etica da Escola de Educacdo Fisica e Esporte da
Universidade de Sao Paulo (2014/01) conforme mostrado no ANEXO A.

5.2 Identificac&o dos animais
O projeto foi dividido em duas etapas. Para a realizacdo deste projeto de
pesquisa os animais foram aleatoriamente divididos nos grupos abaixo, conforme o

protocolo experimental:

12 etapa: Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais (n=7

para cada grupo) de ratos com 3 meses de idade:

. ratos Wistar-Kyoto (WKY);
. ratos Wistar-Kyoto treinados (WKY-T);
. ratos espontaneamente hipertensos (SHR);

. ratos espontaneamente hipertensos treinados (SHR-T)
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Os ratos foram inicialmente identificados por numeros, pesados e
adaptados ao protocolo de medida da PA e o consumo de oxigénio (VO,). Foram

utilizados dois lotes de animais conforme subdivisdo acima.

22 etapa: Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais (n=7

para cada grupo) de ratos com 6 meses de idade:

. ratos Wistar-Kyoto (WKY);

. ratos Wistar-Kyoto treinados (WKY-T);

. ratos espontaneamente hipertensos (SHR);

. ratos espontaneamente hipertensos treinados (SHR-T)

Os ratos foram inicialmente identificados por numeros, pesados e
adaptados ao protocolo de medida da PA e o VO,. Foram utilizados trés lotes de

animais conforme subdivisdo acima para realizacao de todas as analises previstas.

5.3 Protocolo de treinamento fisico aerdbio

O TF de natacédo foi realizado segundo protocolo de MEDEIROS et al.
(2004). Os animais foram treinados durante 10 semanas, sessées de 60 min, 1 vez
ao dia, 5 vezes por semana, com aumento gradual da sobrecarga de trabalho (peso
na cauda em porcentagem do peso corporal) até atingir 4 % do peso corporal
(TABELA 3).

TABELA 3 — Visdo esquematica do protocolo de treinamento fisico de natacéo para
ratos. PC: peso corporal.

1 2 3 4 g 4] T o q 10 SEMAEnas
| | P 1T 1T 1T 1 1 | | I
0 2 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 Carga %P CY
I3EI 40 50 EEII 40 &0 EDI G0 | G0 | G0 | G0 I G0 | G0 | G0 | G0 |Temr:u:| (rmind

O protocolo utilizado foi caracterizado como treinamento de baixa a
moderada intensidade e longa duracdo, sendo efetivo na promocao de adaptacdes
cardiovasculares e no aumento da capacidade oxidativa muscular. Os ratos foram

identificados e pesados semanalmente, para a correcdo da sobrecarga de
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treinamento em funcdo do aumento do peso corporal. O treinamento foi realizado em
um sistema de natacdo especifico para ratos, com agua aquecida a 30-32° C
(FIGURA 9).

FIGURA 9 — Aparato de treinamento fisico de natacao para ratos.

Pré e pos o periodo de TF os animais foram submetidos a analises
hemodinamicas, ao teste de tolerancia ao esfor¢o fisico maximo e a medidas do VO,
pico; e posteriormente foram mortos por decapitacdo, e as amostras necessarias
foram coletadas e armazenadas adequadamente para analises funcionais,

histoldgicas, bioquimicas e moleculares.

5.4 Avaliacdo das respostas hemodinamicas

A PA foi realizada por pletismografia de cauda (sistema da IITC Life
Science para ratos e camundongos, CA, USA) nos 4 grupos de animais. Os animais
estavam acordados, em repouso e mantidos sob restricdo de movimentos para que
as medidas fossem realizadas. Para evitar erros de medida e analise, os ratos foram
submetidos a um periodo de uma semana de ambientacdo com a técnica de medida.

O equipamento de registro da PA de cauda consiste em um manguito de
borracha que € adaptado a regido proximal da cauda, que esta ligado ao
pletismoégrafo para insuflar e desinsuflar gradualmente o manguito de 1 a 250/300
mmHg. Numa regido mais distal da cauda € acoplado um transdutor de pulso
pneumatico para deteccdo dos sinais de passagem da onda de pulso de PA na

artéria caudal e registrado no sistema de aquisicao de sinais.
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Este método de medida indireta da PA permite quantificar a PA e a

frequéncia cardiaca.

5.5 Avaliacéo da tolerancia ao esforco fisico maximo

Para realizacdo do protocolo de avaliacdo do esfor¢co fisico maximo, os
animais dos 4 grupos WKY, WKY-T, SHR e SHR-T foram posicionados
individualmente sobre a esteira rolante. Imediatamente ap6s o posicionamento do
animal foi iniciado o teste de esforco. A velocidade inicial foi de 6m/min (sem
inclinacdo), que constitui em um protocolo escalonado com incrementos de
velocidade de 3m/min a cada 3 min, até que fosse atingida a velocidade méxima
suportada pelos animais. O critério para a determinacdo da exaustdo do animal e
interrupcdo do teste foi 0 momento em que o rato ndo foi mais capaz de correr
dentro da caixa metabolica mediante o incremento de velocidade da esteira.

Esta avaliacao foi feita pré e pos o periodo de treinamento, para comparar
a resposta de desempenho do animal entre os grupos. Embora o teste em esteira
nao seja especifico ao TF realizado no presente estudo, utilizamos esse teste para
auxiliar na verificacdo da eficacia do treinamento como predi¢cdo de uma melhora na
capacidade de realizacdo de esfor¢co. Foi comparado o tempo (min), a velocidade
(m/min) e a distancia (m) percorrida para cada rato.

FIGURA 10 — Sistema em esteira rolante para avaliacdo do esforco fisico maximo.
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5.6 Avaliacdo do consumo de oxigénio pico

Apés a semana de adaptacdo a caixa metabdlica, os ratos foram
submetidos a um teste progressivo de esforco maximo em esteira rolante adaptado
de BROOKS & WHITE (1978), com incremento de carga de 3m/min a cada 3 min,
até a exaustdo, para a obtencéo do VO pico.

O VO, pico foi mensurado por determinagdo da fracdo expirada de
oxigénio (FeO) durante o teste de exercicio progressivo até exaustao.

Neste protocolo os ratos foram colocados numa caixa metabdlica sobre a
esteira rolante, que serviu como camara de mistura dos gazes expirados. Esta
camara € conectada a um tubo na forma de “T”, para a retirada de amostras de ar
(1.000 mL/min) para ser analisada a FeO, em um analisador de gazes. A outra via
do tubo em “T” é utilizada para a aspiragao do ar em fluxo continuo (2.500 mL/min),
regulavel por bomba aspiradora. A parte da frente da caixa metabdlica possui uma
abertura de 2 mm da superficie, que permite a entrada de ar ambiente unidirecional
sugado pela bomba aspiradora. O fluxo de ar na caixa metabdlica é de 3.500
mL/min.

O rato foi colocado dentro da caixa metabdlica por um periodo de repouso
de 30 minutos para o registro do estado basal e, em seguida, o teste foi iniciado com
velocidade de 3 m/min. Durante cada estagio (3min) de exercicio realizado, foram
analisadas as FeO, dos gazes contidos no ar da caixa metabdlica. Foram
consideradas as fracdes expiradas dos trinta Gltimos segundos de cada estagio para
a determinacao do VO, pico de cada estagio.

Ao atingir a exaustdo o rato foi mantido na caixa metabdlica por
aproximadamente 3 min e as fragOes expiradas foram registradas para verificar a
recuperacdo do animal e o funcionamento dos analisadores.

O VO foi calculado atraves da seguinte formula matematica:

VO, = fluxo de ar X (FiO,-FeO,)/ peso corporal

Onde: VO, = mL.Kg™.min™
Fluxo de ar = 1000 mL/min (analisador) + 2500 mL/min (bomba de aspiracéo) = 3500
mL/min.

FiO, = fracdo de oxigénio inspirada (ar ambiente).
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FeO, = fragdo de oxigénio expirada (caixa de mistura).
Peso corporal = Kg.

Para a analise dos dados foi utilizado o maior valor do VO,.

5.7 Avaliacdo da funcéo e estrutura ventricular- ecocardiografia

Com a finalidade de avaliar a funcéao e a estrutura do ventriculo esquerdo,
de forma néo invasiva, foi realizado o exame ecocardiografico transtoracico. Esse foi
realizado nos animais WKY e SHR sedentarios e treinados com 9 meses de idade
ao final do protocolo experimental com intuito de averiguar se animais com HA
crbnica desenvolveria disfungéo cardiaca. As medidas ecocardiograficas seguiram
as recomendacgdes da Sociedade Americana de Ecocardiografia (LANG et al., 2005).
O exame ecocardiografico foi realizado com os animais anestesiados com uma
mistura contendo ketamina e xilasina (50 e 10 mg/Kg, respectivamente, i.p.). O
animal anestesiado foi colocado em decubito dorsal em uma mesa cirdrgica
apropriada. Foi utilizado o equipamento Vivid 9 (GE Healthcare) com transdutor de 4
a 12 MHz, que permite imagens com 2 ou 3 cm de profundidade. As imagens foram
armazenadas em CD-DVD, para analise posterior. As dimensdes e massa do
ventriculo esquerdo foram adquiridas pelo modo-M. A funcéo sistélica foi avaliada
pela fragdo de ejecdo utilizando o método de Simpson modificado visualizando as
camaras a partir do eixo longo paraesternal. A funcao diastélica foi avaliada pelos
valores derivados da curva de velocidade do enchimento na diédstole realizado pelo
Doppler. Foi realizado um total de trés medidas para cada variavel, sendo calculadas
posteriormente as médias dessas medidas. A frequéncia cardiaca sob anestesia foi
mantida em valores similares nos animais de ambos os grupos WKY e SHR para
que alteragcdes na mesma nao interferissem na contratilidade miocéardica per se
(efeito escada ou Bowditch).

As medidas realizadas foram diametro diastolico do ventriculo esquerdo
(DDVE), diametro sistélico do ventriculo esquerdo (DSVE), espessura do septo, da
parede posterior e espessura relativa da parede (ERP), fracdo de ejecédo (FEj),
volume sistolico final (VSF), volume diastdlico final (VDF), tempo de desaceleracao
da onda E (TD), pico da onda A e da onda E, razdo E/A, tempo de ejecdo (TE),
tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e indice de performance miocardica
(IPM).
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5.8 Coleta das amostras

Finalizado o periodo dos protocolos experimentais os animais foram
sacrificados por decapitacdo vinte quatro horas apos a ultima sessao de TF. Neste
momento amostras de sangue foram coletadas para separacao de soro e plasma. O
sangue, mantido em gelo, foi centrifugado a 1.500g durante 10 minutos a uma
temperatura de 4°C. ApOs centrifugacdo os sobrenadantes foram armazenados a
-70°C.

Apoés o sacrificio a artéria femoral e os musculos EDL e so6leo foram
coletados e imediatamente armazenados em solucdo de Krebs Henseleit a 4°C
(composicdo em mM: NaCl 118; KCI 4,7; NaHCO3 25; CaCl2 2,5; KH2PO4 1,2;
MgS04.7H20 1,2; EDTA 0,01, glicose 11; pH 7,4) para limpeza e retirada de tecidos
adjacentes para andlise da funcédo vascular e muscular esquelética. Os musculos
séleo, plantaris, gastrocnémio e tibial anterior e os tecidos como coracédo, pulmao,
figado, adrenais e gordura reto peritoneal foram cuidadosamente dissecados,
pesados e congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -70°C para serem
utilizados nas analises de histolégica, bioquimica e biologia molecular. Pulmdes e
tibial anterior foram submetidos a secagem em estufa (37°C) e pesados depois de
72 horas, momento este sem alteragcdo de massa, permitindo o célculo da razéo

massa Umida por massa seca, como indice de edema pulmonar e muscular.

5.9 Avaliacdo da atividade da enzima citrato sintase

O aumento da atividade das enzimas oxidativas presentes na mitocondria
€ um indicativo da otimizacdo do metabolismo aerébio. A citrato sintase catalisa a
primeira reacao do ciclo de Krebs, onde ocorre a condensacgéo do acetil coenzima A
(acetil-CoA) com o oxaloacetato para formar citrato e coenzima A (CoA).

Para avaliar a atividade da citrato sintase o0 musculo soleo foi
homogeneizado a 4°C em tampéo de extracao (pH 7,4) contendo Tris-base (50 mM)
e EDTA (1 mM). As amostras foram centrifugadas a 3.000 g durante 15 minutos a
4°C e o sobrenadante foi utilizado para a realizacdo da cinética enzimatica. A
quantificacdo da proteina no homogenato foi realizada segundo o método de
BRADFORD (1976).

A atividade méaxima da enzima foi determinada segundo ALP &
NEWSHOLME (1976) a partir de quantificacdo do complexo formado entre a
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coenzima A com o acido 5,5 ditio-bis 2 nitrobenzdico (DTNB), adicionado ao meio,
formando um complexo amarelo. O tampao de ensaio consistiu de Tris-base (100
mM), DTNB (0,4 mM), acetil-CoA (1,24 mM), Triton X-100 1% (v/v) e o
homogeneizado. A reacao foi iniciada pela adicdo de oxaloacetato (18,9 mM) ao
meio e o registro da cinética enzimatica foi realizada a 25°C durante um intervalo de
10 minutos, em 412 nm com o uso do Victor (Victor3 1420 Multilabel Counter/
PerkinElmer, MA, USA). O resultado da atividade da enzima foi expresso em valores

de nmol.min"t.mg proteina™.

5.10 Avaliacdo histoquimica do musculo esquelético

Vinte quatro horas apos a Ultima sessdo de treino os animais foram
mortos como ja descrito anteriormente e o musculo soéleo foi dissecado, extraido
cuidadosamente e fixado em uma massa de montagem a base de tissue tek (para
manter o tecido na posicéo correta pré-congelamento) pela regido tendinosa.

Posteriormente a fixacdo na massa de montagem a base de tissue tek, o
s6leo foi mergulhado em isopentano (crioprotetor que evita artefatos nas amostras) e
em seguida em nitrogénio liquido para o congelamento, onde foram mantidos até

que os cortes fossem realizados (FIGURA 11).

$ D0

FIGURA 11 — Congelamento e cortes do tecido. (A) Isopentano refrigerado em
nitrogénio liquido. Quando o isopentano fica com a base congelada € o
ponto Otimo para imersdo do tecido. (B) Tecido € introduzido no
isopentano durante 10 segundos (C) e posteriormente transferido para
tubo de 50 ml contendo nitrogénio liquido. (D) Conservacdo em
nitrogénio liquido a aproximadamente -196°C (E) Criostato Micron
HM505E (Zeiss, Walldorf, Germany), onde foram realizados os cortes
do tecido (Imagens concedidas pela Dra. Aline V. Bacurau).
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Apos a obtencdo dos cortes de 10 pm foram realizadas reagdes
adaptadas de BROOKE & KAISER (1970), que permitiram a avaliacdo da atividade
da enzima miosina ATPase por meio de solucbes com diferentes pHs (4,6 e 10,3),

com o intuito de realizar a tipagem das fibras.

5.10.1 Determinacdo da area de seccdo transversa e tipos de fibras
musculares

A captura das imagens foi realizada com amplificacdo de 200x em
objetiva de 20x. A aquisicdo das imagens foi processada em computador acoplado a
um sistema de video por meio de um programa de imagens (Image-Pro Plus; Media
Cybernetics, Silver Spring, MD). Foram analisados 10 campos de cada corte
histol6gico, na tentativa de avaliar o tecido por inteiro. Foi calculada a area de
seccdao transversa por cada tipo de fibra muscular em pm2.

Para a identificacdo dos tipos de fibras pela técnica ATPase miosinica em
pH 10,3 (alcalino) (FIGURA 12), as fibras escuras foram caracterizadas de tipo lla,
as claras de tipo | e cinza de intermediarias no musculo séleo. Ja no pH 4,6 (acido),
as fibras escuras sdo do tipo |, as claras do tipo lla e as cinzas do tipo

intermediarias.

pH 10,3

200x

FIGURA 12 — Analise microscépica do corte histologico do musculo soéleo por
histoquimica no pH 10,3 de um rato controle. | corresponde as fibras do
tipo I, lla fibras do tipo lla e Int as fibras intermediarias. Barra: 30 um.
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5.10.2 Andélise da razdo capilar por fibra e morfologia arteriolar

A razéo capilar por fibra e a morfologia arteriolar do musculo séleo foi
avaliada por meio da reacdo histoquimica para miosina ATPase no pH 10,3, como
descrito anteriormente (SILLAU & BANCHERO, 1977). Para razdo capilar por fibra
foi quantificada pela analise de 10 campos nédo sobrepostos, com uma amplificacédo
de 200x, distribuidos de uma maneira randémica usando um sistema computacional
morfométrico (Leica Quantimet 500, Cambridge, UK). Para calcular a razdo capilar
por fibra, o numero total de capilares foi dividido pelo nimero total de fibras
contabilizadas no mesmo campo. Somente vasos com um diametro menor que 12
um foram contabilizados (FIGURA 13). Para morfolofia da arteriola muscular foi
quantificada com amplificacdo de 400x e usando 0 mesmo sistema computacional
descrito acima. Os parametros morfolégicos da arteriola muscular analisados foram
o diametro do vaso (um) e do lumen (um), a espessura da parede (um), a area de
seccdo transversa (um?) e a relacdo parede: limen entre os grupos estudados. A
forma de calculo foi semelhante ao descrito na avaliacdo morfolégica da artéria

femoral na secao 5.14.

200x

FIGURA 13 — Andlise histolégica da capilarizagdo no musculo séleo em rato
controle, pH 10,3. As setas indicam os capilares. Barra: 30 yum.

5.11 Avaliacdo imunohistoquimica do musculo esquelético
O musculo séleo foi dissecado e extraido cuidadosamente e fixado em

bY

uma massa de montagem a base de tissue tek e posteriormente cortado
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transversalmente no aparelho criostato (Leica CM1850, Leica Mycrosystems,
Germany) na espessura de 10 pum como descrito na se¢ao 5.10.

Foi feita a imunofluorescéncia para MHCIB conhecida como a isoforma da
fibra muscular esquelética do tipo I. Brevemente, as sec¢des musculares colocadas
em laminas histoldgicas foram previamente fixadas com formalina (Sigma-Aldrich,
HT501128, Brasil) 10% por 10 minutos em temperatura ambiente, permeabilizadas
em 0,2% de Triton X-100 (Bio-rad, 01-0407, EUA) e 1% albumina sérica bovina
(BSA, Sigma-Aldrich, A2153, Brasil) diluidos em PBS (Phosphate Buffer Saline,
Tampao Fosfato Salino, Sigma-Aldrich, P4417, Brasil) por 10 minutos. O blogueio foi
feito em 10% goat serum (Sigma-Aldrich, G9023, Brasil) em PBS por 45 minutos. As
laminas foram incubadas com solug¢édo contendo os anticorpos primarios para MHC-
IB (diluicdo 1:5000, Anti-Slow Skeletal Myosin Heavy chain, Abcam, ab11083, EUA)
para marcacao das fibras do tipo |; e para Laminina (diluicdo 1:100, Anti-Laminin,
L9393, Sigma-Aldrich, EUA) para a marcacdo das membranas basais propiciando a
andlise da area de seccdo transversa das fibras musculares e possibilitando a
marcacdo das demais fibras musculares negativas para tipo I; com 1,5% de gout
serum, 0s respectivos anticorpos secundarios fluorescentes para MHC-IB (diluicdo
1:500; Alexa Fluor 568 gout anti-mouse, Life Technologies, A11004, EUA) e
Laminina (diluicdo 1:500; Alexa Fluor 488 gout anti-rabbit, Life Technologies,
A11008, EUA) e Hoechst (diluicdo 1:1000, Hoechst 33258, Pentahydrate (bis-
Benzimide), Life Technologies, EUA) para marca¢do dos nucleos (FIGURA 14).
Apos 30 minutos de lavagem com 0,2% de Triton X-100 em PBS as laminas foram
cobertas com laminulas utilizando-se glicerol tamponado (60% Glicerol, 40% Tris-
HCL 0.1M pH 9,3).

A captura das imagens foi realizada com amplificacdo de 200x em
objetiva de 20x. A aquisicdo das imagens foi processada em computador acoplado a
um microscopio de fluorescéncia e conectado a um sistema de video por meio de
um programa de imagens (Leica Qwin, Leica Microsystems, Alemanha). Foi
calculada a &rea de secc¢do transversa das fibras musculares em um2 e o percentual
de fibras do tipo | e tipo Il por meio do programa Image-Pro Plus (Media Cybernetics,
Silver Spring, MD). Foram analisados 10 campos de cada corte histologico, na

tentativa de avaliar o tecido por inteiro.
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Laminina MHC-IB Hoechst

200x

FIGURA 14 — Analise microscoépica do corte histolégico do musculo séleo avaliado
por imunohistoquimica. Laminina marcada em verde identifica a lamina
basal da fibra muscular, MHC-IB marcada em vermelho identifica as
fibras do tipo I, as escuras tipo Il e as mescladas as intermediarias e o
Hoechst marcado em azul identifica os ndcleos das fibras.

5.12 Avaliacdo da funcdo muscular esquelética ex vivo

Imediatamente apds a eutanasia dos animais, os musculos EDL e soleo
foram cuidadosamente removidos e fixados entre dois eletrodos de platina em um
banho de érgdos contendo solucado de Krebs-Ringer (em mM: 137 NaCl, 5 KCI, 2
CaCl2, 1 KH2PO4, 1 MgS04, 24 NaHCO3, 11 C6H1206; 22°C; pH 7.4) e aerada
com solucdo carbogénica (95% O, - 5% CO,). O tenddo distal do musculo foi
amarrado e fixado na base da cuba enquanto que o tendéo proximal foi amarrado e
acoplado a um transdutor de forca.

Durante trinta minutos de estabilizacdo, o comprimento 6timo de cada
muasculo foi avaliado a partir de estimulos elétricos (0,2ms; 80v) aplicados ao
musculo com frequéncia de 1Hz a cada dois minutos, com incremento de 1mm de
estiramento entre cada estimulo. ApOos a estabilizacdo, os musculos em seus
comprimentos 6timos foram avaliados quanto a sua capacidade de gerar for¢a sendo
submetidos a um protocolo de for¢a-frequéncia, com pulsos (0,2ms; 80v) distribuidos
aos musculos a cada trés minutos em frequéncias crescentes (1, 10, 20, 30, 50, 80,
100 e 150Hz) com trens de pulso de 350ms. A forca maxima registrada em cada
estimulo foi avaliada. A forca especifica foi calculada dividindo a for¢ca absoluta
gerada pelo musculo pela sua massa (mg) e também pela sua area de seccdo
transversa (AST), a qual é estimada a partir do seguinte calculo: AST = [Massa do

musculo (g) / [Comprimento 6timo das fibras musculares (mm, obtido através do
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produto do valor do comprimento 6timo do musculo por 0,44 para o soleo e 0,71
para o EDL) x Densidade do musculo esquelético (valor assumido de 1,06 mg/mm?)].
Foi avaliado o time to peak (ms) que é o tempo que 0 musculo leva para atingir o
pico de forca para cada estimulo gerado e o TR50 (ms) que é o tempo que 0O
muasculo leva para relaxar a 50 % da forca maxima gerada. Foi avaliado estes
parametros no twistch que € o primeiro estimulo de 1 Hz e no tétano (maxima forca
gerada) no 80 Hz.

Os musculos também foram avaliados quanto a sua capacidade de tolerar
a fadiga sendo submetido a um protocolo de fadiga, com pulsos (0,2ms; 80v)
distribuidos aos musculos a cada cinco segundos com frequéncia constante maxima
de 150Hz. A forgca maxima registrada em cada estimulo foi avaliada. Os mesmos
parametros de andlise acima foram avaliados. Os parametros de time to peak e
TR50 foram avaliados no primeiro tétano (primeiro estimulo- 1s) e no ultimo tétano

(Gltimo estimulo-270s).

5.13 Reatividade vascular em artérias femorais

A presente metodologia tem como objetivo avaliar a reatividade vascular
em anéis de artérias femorais. As artérias femorais direita e esquerda foram
dissecadas, livres do tecido conectivo, e colocadas em uma placa de petri contendo
solucdo de Krebs-Henseleit (KB) a 4° C (composicdo em mM: NaCl 118; KCI 4,7;
NaHCO3 25; CaCl2.2H20 2,5; KH2PO4 1,2; MgS04.7H20 1,2; EDTA 0,01 e glicose
11). Em seguida, as artérias foram cortadas transversalmente em formato de anéis
de aproximadamente 2 mm de comprimento. Cabe ressaltar que de cada animal
obtemos pelo menos quatro anéis de artéria femoral.

Os experimentos de reatividade vascular foram realizados de acordo com
o método descrito por MULVANY & HALPERN (1977). Dessa forma, os segmentos
das artérias femorais foram montados em um midgrafo para registro de tensao
isométrica (Modelo 610M, Danish Myo Tech, Dinamarca), o qual estava conectado a
um sistema de aquisicdo e registro de dados (PowerLab Chart 5.5.6,
ADInstruments, Sydney, Australia) (FIGURA 15).

Apos um periodo de estabilizacdo de 15 min em solucdo de KB (pH 7,4,
gaseificadas por borbulhamento com mistura carbogénica de 95% O,, 5% CO, e a

37°C), iniciou-se a normalizacdo das artérias, que consiste no estiramento das
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mesmas a uma tensdo de repouso considerada Otima em relacdo ao seu diametro
interno. Essa tensdo foi determinada pela razdo circunferéncia interna/ tensao de
parede de cada segmento, e a circunferéncia interna (L) foi ajustada para 90%
daquela que os vasos seriam submetidos se estivessem a uma presséao transmural
de 100 mm Hg (MULVANY & HALPERN, 1977). O diametro luminal efetivo (D) foi
determinado de acordo com a equacdo D=L/r, onde © é uma constante que equivale
a aproximadamente 3,14.

Apébs a normalizagdo, as artérias permaneceram em repouso por 30 min e,
em seguida, foi testada sua integridade funcional por meio de duas exposi¢cées a
cloreto de potassio (KCI, 120 mM). A média da diferenca entre a tensdo maxima
desenvolvida e a tensdo de repouso, apés atingido um platd, correspondeu a tensao

ativa maxima (mN/mm) desenvolvida por cada anel.

5.13.1 Avaliacdo das respostas de relaxamento: 1) dependente e
independente do endotélio, 2) dependente do endotélio com uso do inibidor
nao-seletivo da sintese de 6xido nitrico (L-NAME) e 3) dependente do endotleio
sob pré-contracao ao KCI (60mM)

Apds 30 minutos de acomodacao das preparacdes no nivel basal, foram
realizadas curvas concentracdo-resposta (CCR) ao agonista a1-adrenérgico
fenilefrina (FE, a partir da concentracédo de 10°M) até atingir 50-75% de contracéo
em relacdo a tensdo ativa maxima desenvolvida por cada anel ao KCIl. A funcéo
endotelial foi avaliada por meio do relaxamento induzido pelo agonista muscarinico
acetilcolina (ACh, 1 M a 10 pM) na auséncia e na presenca de L-NAME (10™* M),
um inibidor n&o-seletivo da NOS. O relaxamento independente do endotélio foi
avaliado por meio de uma CCR mediada pelo doador de NO, nitroprussiato de sédio
(NPS, 0,1 nM a 10 pM). Além disso, foi ainda realizada uma CCR a ACh sob pré-
contracdao ao KCI (60 mM) a fim de avaliar a resposta vasodilatadora sob ag&o de

um mecanismo de pré-contracdo eletromecanica.

5.13.2 Avaliacdo daresposta vasoconstritora a fenilefrina
Apds 30 min da curva de relaxamento a ACh, foi realizada, em alguns

anéis vasculares, uma CCR a FE (1 nM a 10 uM).
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FIGURA 15 — Esquema representativo do miografo de arame para pequenos vasos
utilizado para o experimento de reatividade vascular na artéria
femoral.

5.14 Avaliacdo morfologica da artéria femoral

Segmentos de artéria femoral foram fixados em paraformaldeido a 4% em
solucdo fosfato (pH 7,2 - 7,4) durante 1 hora. Em seguida as artérias foram
transferidas a um molde com meio de congelamento para tecidos Tissue Tek — OCT
(Bayer), congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até a sua
utilizacdo. Cortes transversais de 10 um de espessura foram realizados em um
criostato e colocados sobre uma lamina de vidro. Os cortes foram corados com
hematoxilina - eosina (HE). As imagens foram capturadas e analisadas utilizando um
sistema computacional morfométrico (Leica Quantimet 500, Cambridge, UK) com
uma objetiva de 10x. Os parametros morfologicos da artéria femoral analisados
foram o diametro do vaso (um) e do lumen (um), a espessura da parede (um), a area
de seccao transversa (um?) e a relagéo parede: limen entre os grupos estudados.

As medidas de diametro interno e externo (D; e De) foram utilizadas para o

calculo dos seguintes parametros estruturais da artéria:
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1) Espessura da Parede (EP)

(De - Di)
EP =

2

2) Area de Seccéo Transversal (AST)

AST = x (D¢ — D)

4

3) Relacédo Parede/ Lamen (P/ L)
(De - Di)

P/L=
(2XDi)

5.15 Extracdo de RNA total para anéalise de mRNA e miRNA

Foi homogeneizado 50 mg de musculo séleo em 1 ml de Trizol (Invitrogen)
e a extracdo seguida conforme instrucbes do fabricante. O RNA precipitado foi
lavado com etanol 70% para eliminar residuos de fenol e sal, e solubilizado em agua
tratada com DEPC. A concentragdo das amostras de RNA total foi quantificada
usando o espectrofotdmetro NanoDrop (NanoDrop Technologies, USA).

A integridade foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose
1%, contendo 0.5 ug/mL de brometo de etideo. O gel foi imerso em tampao TAE 1X
e a eletroforese realizada a 100 Volts por aproximadamente 40 minutos. A
viabilidade das amostras foi avaliada pela analise da intensidade das bandas
correspondentes as subunidades do RNA ribossomal 28S e 18S. Amostras que
apresentaram algum grau de degradacgéo foram descartadas (FIGURA 16). A analise
da qualidade do RNA por um sistema de analise microfluidica foi feita pela propria
companhia LC Sciences (Houston, TX) antes de realizar a técnica de microarray de
mMiRNA.
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FIGURA 16 — Analise da integridade do RNA do musculo séleo por eletroforese em
gel de agarose.

5.16 MiRNA microarray

O miRNA microarray foi realizado pela companhia LC Sciences (Houston,
TX, USA) a partir de 5 uyg de RNA total utilizando a tecnologia microfluidica
pParaflo®. Para cada grupo experimental foi utilizado 2 amostras do musculo séleo.
Brevemente, a hibridizacdo foi feita overnight em um chip microfluidico. No chip
microfluidico, cada probe consiste de um nucleotideo modificado quimicamente que
codifica segmentos complementares ao miRNA alvo e um segmento espacador de
propilenoglicol para estender o segmento codificante a partir do substrato. O array
abrange todos os miRNAs transcritos disponiveis na Ultima versao do sistema
Sanger miRBase (Release 20.0). A deteccéo pds-hibridizacao foi realizada utilizando
um fluoréforo diferente para cada amostra. A hibridizacdo das imagens foi coletada
utilizando um scanner laser GenePix 4000B (Molecular Device, Sunnyvale, CA,
USA) e digitalizada usando o software de analise de imagem Array-Pro (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, USA).

Os dados gerados foram analisados primeiro subtraindo o background e
entdo normalizando os sinais para balancear as intensidades dos fluoroforos de
forma que a razédo da expresséao diferencial possa ser calculada. O perfil de miRNAs
expressos no soleo dos animais hipertensos (SHR) foi comparado com o perfil de
expressdo do soleo de animais normotensos controle (WKY) e SHR treinados por
natacédo por ANOVA de 2 vias e foram considerados estatisticamente significativos
os valores de p< 0,05. Desta forma os dados foram recebidos da companhia LC
Sciences e nesses dados avaliamos primeiramente os miRNAs diferencialmente
expressos no grupo hipertenso comparado ao normotenso; a partir disso,
verificamos os efeitos do TF sobre a expressao desses miRNAs. Os miRNAs
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diferencialmente expressos estatisticamente e com padréo de expressao equivalente
a -0.5 a 0.5 fold change de Log; para linha de corte foram considerados.

Na sequéncia das analises foram utilizados sites de bioinformatica
(miRBase Targets, TargetScan, MiRanda, PicTar, miRWalk) para busca dos alvos
destes miRNAs, os quais devem estar relacionados com as anormalidades
microvasculares e musculares. A partir destes, foram selecionados miRNAs mais
diferencialmente expressos para ter sua expressao inicialmente confirmada por real-
time PCR e ent&o iniciar os estudo da via molecular.

Se na predicado de bioinformatica for identificado mais de um alvo para os
MiRNAs selecionados na analise por array ou se for identificado uma assinatura de
mMiRNAs para as condicbes analisadas, nds selecionamos, para ser estudado,
aguele miRNA gue foi mais diferencialmente expresso nesta assinatura de miRNAs
e aquele alvo que apresentou maior numero de sitios de pareamento conservados
na regido 3-UTR entre véarias espécies (pelo menos em ratos, camundongos e
humanos). Os alvos devem estar relacionados com a HA, mais especificamente com

alteracdes morfofuncionais vascular e muscular.

5.17 Predicdo bioinformética

Foram utilizados 5 sites de bioinforméatica [miRBase Targets
(http://microrna.sanger.ac.uk/targets/v4/), TargetScan (http://www.targetscan.org/),
MiRanda (http://www.microrna.org), PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de/) e miRWalk
(http://mwvww.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/)] para realizar a predicdo dos
alvos dos miRNAs selecionados. Uma predicdo positiva foi incluida somente se ela

foi detectada ao menos por trés programas.

5.17.1  Analise funcional de enriqguecimento de ontologias génicas

Para a analise funcional de enriquecimento de ontologias génicas foi
realizado primeiramente a identificacdo dos possiveis alvos dos 10 miRNAs mais
diferencialmente regulados em nosso estudo por meio da utilizagdo dos alvos
validados experimentalmente e depositados no miRWalk (http://www.umm.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/). Posteriormente, para entender melhor a relevancia
biolégica das interacdes entre os miIRNAs e os mRNA, andlises de anotacéo

funcional GO (Gene Ontology) e das vias KEGG envolvidas nessa interacdo (Kyoto
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Encyclopedia of Genes and Genomes) foram realizadas utilizando a ferramenta
DAVID (Database for Annotation, Visualization of Integrated Discovery,
http://david.abcc.ncifcrf.gov/) (HUANG et al., 2009). As analises foram realizadas
usando o "algoritmo de agrupamento difuso”, a fim de reduzir a redundancia entre as
vias funcionalmente relacionadas e que compartilham genes alvo semelhantes. Os
valores de p enriquecidos corrigidos por Benjamini menores que 0,01 e FDR
menores que 0,05 foram apresentados nos resultados.

5.18 Expressdo de miRNAs

Foi realizado andlise da expressdo dos miRNAs-16 (MIMAT0000785), -21
(MIMAT0000790), -126 (MIMAT0000832), -208b (MIMAT0017844), -221
(MIMAT0000890), -222 (MIMAT0000891) e -499 (MIMAT0017227) no musculo séleo
dos 4 grupos experimentais para a primeira etapa do projeto. Na segunda etapa do
projeto, foi realizado anélise na expressdo dos miRNAs que foram selecionados pelo
microarray. A analise de miRNA foi de acordo com o protocolo descrito por TagMan
MicroRNA Assay (Applied Biosystem). Foi também utilizado o kit TagMan MicroRNA

Reverse Transcriptase da Applied Biosystem.

5.18.1  Sintese de cDNA para miRNAs

cDNA para analise de miRNAs foi sintetizado a partir do RNA total
utilizando primers especificos para cada miRNA analisado de acordo com o
protocolo TagMan microRNA Assay (Applied Biosystems, CA, USA). Foram
utilizados 10 ng de RNA em 1 pl. Foi preparada uma RT master mix com dNTPs
100mM, multiscribe reverse transcriptase 50U/ml, tamp&o 10x para a enzima,
inibidores de RNAse 20U/ml, totalizando 7ul. Foi adicionado 3 pl de primer e agua
livre de nuclease para completar o volume de 15ul de reacédo. A reacdo de PCR foi
realizada a 16 °C por 30 min, 42 °C por 30 min, 85 °C por 5 min e apds as amostras

foram mantidas a 4 °C.

5.18.2 Reacéao de polimerase em cadeia em tempo real (real-time PCR) para
expressdo de miRNAs

Para 20 ul da reag¢ao de PCR foram incluidos 1,33 pl do produto RT, 10 pl
de TagMan 2X Universal PCR master mix Il (No AmpErase UNG), 1 ul de primer
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(TagMan microRNA Assay 20X) e 7,67 pl de agua livre de nucleases. As reacoes
foram incubadas a 95 °C por 10 min, seguidos por 40 ciclos de 95 °C por 15
segundos e 60 °C por 1 min. As fluorescéncias foram lidas em detector ABI PRISM
7500 (Applied Biosystems). Foi utilizado o U6 snRNA como normalizador para

analise de cada miRNA testado.

5.19 MRNA array —via angiogénica

O array de genes compreende a expressao de 84 genes envolvidos na
modulacdo de processos biolégicos de angiogénese. Este array contém os fatores
de crescimento e receptores que desempenham um papel na angiogénese. Também
estdo incluidas as moléculas de adesdo e as proteinas de matriz envolvidas, bem
como proteases e seus inibidores. Citocinas e quimiocinas relacionadas com
angiogénese também estdo contidos no array, juntamente com os fatores de
transcricdo e outros genes relacionados. Usando o real-time PCR poderemos
analisar a expressao de um painel focado de genes relacionados a angiogénese a
partir do RNA total extraido do musculo séleo, segundo protocolo descrito pelo
fabricante (Rat Angiogenesis PCR Array, PARN-024Z, Qiagen)
(nttp://www.sabiosciences.com/genetable.php?pcatn=PARN-024Z). Abaixo, segue a tabela

dos genes que foram analisados (TABELA 4).

TABELA 4 — Tabela de genes analisados no musculo séleo via real-time PCR.

Genebank Sigla Descricao

NM_033230 Aktl Proteina quinase B
NM_001012359 Ang Angiogenina

NM_053546 Angptl Angiopoietina 1

NM_134454 Angpt2 Angiopoietina 2

NM_031012 Anpep Alanil aminopeptidase

XM_343260 Bail Inibidor angiogénico especifico cerebral 1

NM_031530 Ccl2 Ligante de quimiocina 2 (C-C motif)
NM_001107407 Cdh5 Caderina 5

XM_241632 Coll8al Colageno tipo XVIII, alpha 1

NM_001135759 Col4a3 Colageno tipo IV, alpha 3


http://www.sabiosciences.com/genetable.php?pcatn=PARN-024Z

NM_022266
NM_030845
NM_053647
NM_145672
NM_012548
NM_053599
NM_012842

NM_001010968

NM_023090
NM_017003
NM_022924
NM_013057
NM_012846
NM_019305
NM_131908
NM_053429
NM_031761
NM_019306
NM_019143
NM_017017
NM_024359

NM_012797

NM_001014786

NM_019127
NM_138880
NM_178866
NM_031512
NM_012589

NM_001108118
NM_001106549

NM_153720
NM_019147
NM_013062
NM_030854

Ctof
Cxcl1
Cxcl2
Cxcl9
Ednl
Efnal

Egf

Eng
Epasl
Erbb2

F2
F3

Fgfl

Fgf2

Fof6
Fgfr3

Figf

Flt1

Fnl

Hof
Hifla

Id1

Ifnal
Ifnbl

Ifng

Igfl

l11b

116

Itga5
Itgav
Itgbh3
Jagl

Kdr
Lectl
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Fator de crescimento do tecido conectivo
Ligante de quimiocina 1 (C-X-C motif)
Ligante de quimiocina 2 (C-X-C motif)
Ligante de quimiocina 9 (C-X-C motif)

Endotelina 1
Efrina Al
Fator de crescimento epidermal
Endoglina
Dominio PAS da proteina endotelial 1

V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2

Fator de coagulacéo Il (trombina)
Fator de coagulacéo Il (tromboplastina)
Fator de crescimento de fibroblasto 1
Fator de crescimento de fibroblasto 2
Fator de crescimento de fibroblasto 6
Receptor de FGF3
Fator de crescimento induzido por C-fos
Receptor 1 de VEGF
Fibronectina 1
Fator de crescimento de hepatécito

Fator induzido por hipéxia 1 subunidade alfa

Inibidor de ligagdo 1 do DNA
Interferon alfa 1
Interferon beta 1
Interferon gama
Fator de crescimento similar a insulina 1
Interleucina 1 beta
Interleucina 6
Integrina, alfa 5 (receptor fibronectina alfa)
Integrina, alfa v
Integrina, beta 3
Jagged 1
Receptor 2 de VEGF

Proteina quimiotactica derivada de leucocitos1



NM_013076
NM_031020
NM_030859
NM_031056

NM_001107159

NM_031054
NM_133523
NM_031055
NM_021838
NM_145098
NM_030869
NM_012801
NM_031524
NM_031591
NM_053595
NM_013085
NM_053491
NM_017043
NM_013081
NM_017301
NM_057108

NM_012620

NM_177927

NM_133386

NM_001105737

NM_012671
NM_021578
NM_031131
NM_013174
NM_012775

NM_001013062

NM_053545
NM_053819
NM_021989

Lep
Mapk14
Mdk
Mmpl4
Mmp19
Mmp2
Mmp3
Mmp9
Nos3
Nrpl
Nrp2
Pdgfa
Pdgfb
Pecaml
Pgf
Plau
Plg
Ptgsl
Ptk2
Slprl
Serpinb5
Serpinel
Serpinfl
Sphk1
Tek
Tgfa
Tofbl
Tgfb2
Tgfb3
Tofbrl
Thbs1
Tiel
Timpl
Timp2
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Leptina
Proteina-quinase Ativada por Mitégenos 14
fator de promogé&o do crescimento neurite 2 (Midkine)
Matriz metaloproteinase 14
Matriz metaloproteinase 19
Matriz metaloproteinase 2
Matriz metaloproteinase 3
Matriz metaloproteinase 9
Oxido nitrico sintase endotelail 3
Neuropilina 1
Neuropilina 2
Fator de crescimento derivado de plaqueta alfa
Fator de crescimento derivado de plaqueta beta
Molécula de adesao celular endotelial/plaquetaria
Fator de crescimento placentario
Ativador do plasminogénio, urokinase
Plasminogénio
Prostaglandina-endoperdxido sintase 1
Proteina tirosina quinase 2
Sphingosine-1-phosphate receptor 1
Serpina, inibidor de peptidase, clade B, membro 5
Serpina, inibidor de peptidase, clade E, membro 1

Serpina, inibidor de peptidas membro, clade F, member 1

Sphingosine kinase 1
Tirosina quinase endotelial TEK
Fator de crescimento transformante alfa
Fator de crescimento transformante beta 1
Fator de crescimento transformante beta 2
Fator de crescimento transformante beta 3
Receptor 1 de TGFb
Trombospondina 1
Tirosina quinase com imunoglobulina
Inibidor tecidual de metaloproteinase 1

Inibidor tecidual de metaloproteinase 2
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NM_012886 Timp3 Inibidor tecidual de metaloproteinase 3
NM_012675 Tnf Fator de necrose tumoral
NM_001012122 Tymp Timidina fosforilase
NM_031836 Vegfa Fator de crescimento vascular endotelial A
NM_053549 Vegfb Fator de crescimento vascular endotelial B
NM_053653 Vegfc Fator de crescimento vascular endotelial C

5.20 Expressdo de mRNAs

5.20.1  Sintese de cDNA para expressao génica

Foram utilizados 2 ug de RNA total, extraidos a partir do musculo soleo
dos ratos. As amostras foram incubadas com 0,5 ug/mL de oligo dT(12-18) a 65°C
por 5 min, para obtengdo da primeira fita de cDNA. A transcricdo reversa das
amostras foi realizada em volume total de 20 pL contendo 3U de RNAsin (Promega,
Madison, USA), 10 mM de dNTPs, 0.1 M de DTT, 1X tampao de enzima, e 2.5U de
SuperScript Reverse Transcriptase |l (Invitrogen, Brasil). Apés incubacdo por 1 hora
a 42 °C, a temperatura foi elevada a 95 °C por 5 minutos e o cDNA obtido foi

estocado em freezer — 20 °C.

5.20.2 real-time PCR

A analise da expressdo génica foi feita pelo sistema de deteccdo do
produto especifico amplificado no equipamento 7500 real-time PCR System
(Applied-Biosystems) na presenca do composto fluorescente SYBR-Green PCR
Master Mix. A otimizagcdo da reacdo do real-time PCR foi feita conforme as
instru¢cdes do fabricante, corrigido para volume final de 20 pL por reagdo. As
condi¢gbes de PCR foram padrao (protocolo do kit SYBR-Green master mix) e todos
os reagentes foram fornecidos pelo kit, inclusive a enzima polimerase AmpliTag-Gold
(Applied-Biosystems). Depois da otimizagdo, os primers foram utilizados na
concentracdo de 200 nM para deteccao e o gene da ciclofilina como controle interno.

A expressdo dos genes PISKR2 (NM_022185.2) e ciclofilina
(XM_006222073.1) foram utilizados na primeira etapa do projeto. Sequéncia dos
primers utilizados no real-time PCR: PI3KR2 (sense: 5- TGT CTG TCT TCT AAT
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CCC TTC CCC TGG TG -3, antisense: 5- GTA GTA CCA AAG CAG GCT CcCC
CCA GG -3), e ciclofilina (sense: 5-AAT GCT GGA CCA AAC ACA AA -3,
antisense: 5’-CCT TCT TTC ACC TTC CCA AA -3).

O produto da geracédo do PCR foi monitorizado por medicdo do aumento
da fluorescéncia provocada pela ligacdo de SYBR green na cadeia dupla de DNA
em cada fase de anelamento. A curva de dissociacdo observada na andlise de
SYBR green foi gerada no final da reacdo para verificar se um Unico produto foi
amplificado. Cada amostra foi analisada em triplicata. Quantidades relativas de
expressdo do gene alvo foram comparadas apdés a normalizacdo dos valores de
controlo interno (ACT). Mudangas em vezes na expressdao dos mRNAs foram
calculados utilizando as diferengas em valores dos ACT entre os grupos (AACT) e a
equacado 222CT (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

5.21 Determinacdo da expressédo de proteinas

O mausculo soéleo foi homogeneizado em tampéo de lise hipotbnico
contendo tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), sacarose 0,3 M, DTT 0,5 mM,
EDTA 1 mM (pH 8,0), PMSF 0,3 mM, NaF 10 mM e coquetel de inibidor de protease
e fosfatase (1:100). O homogenato foi centrifugado por 10 minutos a 4°C com
12.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para tubos de 1,5 ml e a concentracdo
de proteina das amostras foram analisadas por meio do método de BRADFORD
(1976). As amostras foram armazenadas em freezer -80°C até o momento da
utilizagéo.

Aliquotas do homogeneizado, 30 ug de proteina foram diluidas em tampéo
de amostra (Tris-HCI pH 6,8 240 mM; SDS 0,8%; B-mercaptoetanol 200 mM; Glicerol
40% e Azul de bromofenol 0,02 %). A analise dos niveis protéicos foi realizada pela
técnica de western blotting. Para isso, foi utilizada a técnica de Eletroforese em Gel
de Poliacrilamida (SDS-PAGE, 6 - 12%: dependendo do peso molecular da
proteina), que consiste na migracdo de moléculas com carga, numa solugéo,
decorrente da aplicacdo de um campo elétrico no aparelho para minigel (Mini
Protean, BioRad, EUA). Posteriormente, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences, NJ, EUA), do mesmo modo que
foram separadas no SDS-PAGE. As membranas foram coradas com Ponceau S,

para a verificacdo das bandas protéicas obtidas pela eletroforese.
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A fim de bloquear ligagBes inespecificas, a membrana foi incubada em
solucdo contendo caseina, proteina que compete com os sitios de ligacao e reduz a
absorcao inespecifica de conjugados da peroxidase.

Em seguida, a membrana de nitrocelulose foi incubada com o anticorpo
primario que se liga a proteina que se pretende detectar, formando um complexo
anticorpo-proteina. Depois de lavar a membrana para remover 0 anticorpo nao
ligado, ela foi exposta ao anticorpo secundario conjugado a horseadish peroxidase
(HRP), direcionado a por¢des espécies-especificas do anticorpo primario.

Foram utilizados como anticorpos primarios para a primeira etapa do
projeto o VEGF, VEGFR1, VEGFR2 e eNOS (1:1000, Santa Cruz, CA, EUA); Bcl-x,
Bcl-2, Bad e p-Badser112 (1:1000, Cell Signaling Tech., MA, EUA). Para a segunda
etapa do projeto foram utilizados os seguintes anticorpos: IGF-I, IGF-IR,
MAFbx/Atrogin-1, FSTL-1, VEGF-A, VEGF-B, Angpt-2, TGFa, PURB, SOX6 e SP3
(1:1000, Abcam, MA, EUA); PI3Kp110a, PTEN, p-Aktsera7s, Akt, p-GSK-3sers, GSK-
3B, p-MTORseroaas, MTOR, p-p70S6krnags, P70S6K, p-4E-BPlinazuss, 4E-BPL,
p-€lF4Eser209, €IFAE, p-FOXOlsgerss, FoxO1l, FoxO3a, MuRF-1, eNOS, p-
Erkrhr2o2myro04, ErK, p-FAKtyz97, FAK, p-AMPKrh172 (1:1000, Cell Signaling Tech., MA,
EUA); p38, VEGFR1, VEGFR2, Bcl-2, PPARa, PPARB/d e AMPK (1:1000, Santa
Cruz, CA, EUA). Em seguida, as mesmas foram lavadas 3x10 min com TBS-T,
incubadas por 2 horas com o0s respectivos anticorpos secundarios (Amersham
Biosciences, NJ, EUA) conjugados a peroxidase. Posteriormente o complexo foi
detectado mediante reacdo de quimiluminescéncia (ECL) usando o aparelho
ChemiDoc (BioRad, CA, USA) e os blots foram visualizados e quantificados (nimero
de pixels) pelo sistema Scion Image, fornecido gratuitamente pela NIH (EUA) via
internet. O (gliceroldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizado como

normalizador.

5.22 Andlise estatistica

Inicialmente a distribuicdo dos dados foi testada por meio do teste de
Shapiro-Wilk e a homoscedasticidade por meio do teste de Levene. Como os dados
sao independentes, devem apresentar distribuicdo normal e variancias homogéneas,

0S pressupostos para o alcance de analises paramétricas.
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Os dados foram analisados utilizando a andlise de variancia ANOVA de
duas vias (TF e HA como fatores independentes), para comparar os valores dos
grupos e teste de Tukey como post-hoc (Statistica software, StatSoft, Inc., Tulsa,
OK, EUA). Para analise de correlacéo entre as variaveis foram utilizada a anélise de
regressao linear. Foi adotado para todos os experimentos um p< 0,05 de
significaAncia. Todos os resultados foram apresentados na forma de média *+ erro
padrdo da média (EPM).
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6 RESULTADOS- 12 ETAPA

Nesta secdo descreveremos o0s resultados da 12 etapa do projeto com
animais de 3 meses de idade no inicio do protocolo.
Parte dos resultados obtidos nesta 12 etapa do projeto foram publicados

no Hypertension, conforme mostrado no ANEXO B.

6.1 Massa corporal

A FIGURA 17A mostra a massa corporal (MC) dos grupos pré e pos
protocolo de TF aerébio em animais com 3 meses de idade no inicio do protocolo.
N&o houve diferenca da MC no inicio do protocolo entre os grupos. Entretanto, foi
observado uma manutencao da MC nos grupos treinados (WKY-T e SHR-T) ao final
de 10 semanas de TF em comparacdo aos grupos sedentarios (WKY e SHR), em
gue apresentaram um aumento de maneira significativa e semelhante ao final do
protocolo experimental (P6s TF - WKY: 334 + 7, WKY-T: 268 + 8, SHR: 340 + 9,
SHR-T: 279 + 8 Q).

Os dados encontrados na literatura com relacdo a alteracdo na MC em
resposta ao TF aerdbio sdo em sua maioria realizados com humanos e animais de
experimentacdo e mostram resultados bem diversos, devido aos diferentes
protocolos de treinamento que sao utilizados com modificacbes em frequéncia,
intensidade, duracdo e tipo de exercicio. Porém, estudos que utilizaram o mesmo
modelo de animal genético, SHR e WKY, vdo ao encontro com os dados obtidos
neste estudo, em que os grupos treinados chegam ao final do protocolo com um
menor ganho de MC comparado aos grupos sedentérios (SILVA et al., 1997; MELO
et al., 2003).

Os estudos que mostram diminuicdo da MC ou menor ganho pés TF
aerobio atribuem esses resultados ao fato do exercicio elevar o metabolismo basal
devido a um aumento do gasto caldrico com uso predominante do metabolismo
oxidativo. Esse aumento do gasto cal6rico somado ao longo de semanas ou meses
pode explicar essa diferenca em relacdo aos individuos sedentarios, principalmente
por uma reducao do tecido adiposo (TOTH & POCHLMAN, 1996). Portanto, apds o
sacrificio foi feita a remocé&o da gordura reto peritoneal dos animais sendo pesada e
corrigida pelo comprimento da tibia, conforme ilustrado na FIGURA 17B. Foi
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observado uma reduzida quantidade de tecido adiposo nos animais treinados

comparados aos sedentérios, explicando em parte esse menor ganho da MC ao final

do periodo experimental.
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FIGURA 17 - Resultado da massa corporal pré e pés TF de natacdo (A)
representado em gramas (g) e da medida da gordura reto peritoneal
pos-periodo de TF (B) representado em gramas corrigido pelo
comprimento da tibia (g/mm). Os dados estao representados na forma
de média £ EPM (n=14). * p< 0,01 vs. Pré-TF e WKY-T e SHR-T P0s-
TF; ** p< 0,01 vs. WKY e SHR e # p< 0,05 vs. WKY.
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6.2 Parametros hemodinamicos: pressao arterial e frequéncia cardiaca

A cepa de SHR desenvolvida por OKAMOTO & AOKI (1963) € um
modelo de HA determinada geneticamente e com grandes semelhancas ao curso de
desenvolvimento da hipertensdo essencial humana, razdo pela qual tém sido um
modelo amplamente utilizado na avaliacdo da HA essencial.

Os valores de PA expressos em milimetros de mercurio (mmHg) e da
frequéncia cardiaca (FC) expressos em batimentos por minuto (bpm) pré e p6s TF
estdo representados na FIGURA 18.

Na FIGURA 18A, pré TF, podemos observar que os grupos de SHR
apresentavam niveis elevados de PAS (184 + 3,9 mmHg), PAD (150 £ 4,7 mmHg) e
PAM (167 £ 5,3 mmHg) comparados aos grupos controle, WKY (127 £ 3; 99 2,4,
110 £ 3,2 mmHg, respectivamente), indicando que a HA estava estabelecida. N&ao foi
encontrado alterac6es da FC entre os grupos pré TF (WKY: 390 + 12; WKY-T: 393 +
8; SHR: 409 + 8; SHR-T: 416 + 6 bpm).

P6s TF, representado pela FIGURA 18B, observa-se que o TF de natagéo
reduziu a PAS, PAD e a PAM do grupo SHR-T (162 + 4,4; 131 + 2; 147 + 7,8 mmHg,
respectivamente) comparado ao grupo SHR (207 £ 5,5; 160 + 2,5; 175 *+ 3,6 mmHg,
respectivamente), sem nenhuma alteragcdo da PAS, PAD e PAM nos grupos de
animais controle, WKY (133 £ 4; 104 = 3; 114 + 2,5 mmHg, respectivamente) e
WKY-T (132 + 3,7; 104 + 4,4; 116 £ 5,6 mmHg, respectivamente). Além disso,
observamos uma bradicardia de repouso nos grupos de animais treinado quando
comparado aos grupos mantidos sedentario no mesmo periodo experimental (Pos
TF- WKY: 393 + 12; WKY-T: 322 £ 14; SHR: 407 + 11; SHR-T: 338 = 8 bpm).
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FIGURA 18 — Parametros hemodinamicos. Pressao Arterial Sistolica (PAS), Pressao
Arterial Diastélica (PAD), Pressao Arterial Média (PAM) e Frequéncia
Cardiaca (FC) de repouso Pré TF (A) e Pos TF (B) de ratos WKY e
SHR submetidos ao protocolo experimental. Os resultados estédo
expressos como média £+ EPM (n=14). * p < 0,001 vs. WKY e WKY-T;

#p < 0,01 vs. WKY e SHR; T p <0,001 vs. SHR.
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6.3 Teste de esforgo fisico maximo

O teste de tolerancia ao esfor¢co foi um dos parametros avaliados para
comprovarmos a eficacia do TF. Os animais foram submetidos ao teste em esteira
rolante até a exaustao pré e pos o periodo de TF de natacdo. Foram avaliadas as
variaveis distancia percorrida (m), tempo (min) e velocidade (m.min™).

Os resultados do teste realizado antes e apos as 10 semanas de protocolo
experimental estdo representados na FIGURA 19. As Figuras 19A, 19B e 19C
mostram que os valores de velocidade (WKY: 30 £+ 1,5; WKY-T: 30,5 £ 0,9; SHR:
31,8 +0,7; SHR-T: 31,5 + 1 m.min™%), tempo (WKY: 27 + 0,5; WKY-T: 27 + 0,6; SHR:
28 = 0,6; SHR-T: 27 + 0,3 min) e distancia percorrida (WKY: 475 + 17,5; WKY-T: 467
+ 22; SHR: 508 + 28; SHR-T: 478 £ 10 m), respectivamente, foram semelhantes
entre o0s grupos Pré TF. Entretanto, 0s animais treinados aumentaram
significativamente a velocidade (WKY: 28,5 + 0,7; WKY-T: 37 £ 1; SHR: 31 £ 1,2;
SHR-T: 39,5+ 0,9 m.min'l), o tempo (WKY: 24 = 0,4; WKY-T: 31 £ 0,9; SHR: 26 + 1;
SHR-T: 35 + 0,6 min) e a distancia percorrida (WKY: 381 + 15; WKY-T: 601 * 3,5;
SHR: 449 * 32; SHR-T: 739 £ 36,8 m) no teste Pos TF.

E importante ressaltar que embora o teste ndo tenha sido modalidade
especifica ao tipo de treinamento realizado, o0 mesmo pode proporcionar bons
indicios da melhora da capacidade maxima de realizacdo de esforco fisico aerdbio,

tais como, melhora do metabolismo oxidativo e cardiopulmonar.
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FIGURA 19 — Teste de esforco fisico maximo. Velocidade (A), Tempo (B) e Distancia
Percorrida (C) Pré e Po6s TF. Os resultados estdo expressos como
meédia + EPM (n=14). * p <0,05 vs. Pré TF e WKY e SHR Pos TF; t
p<0,05 vs. Pré TF e WKY-T e SHR-T Pos TF.
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6.4 Medida do consumo de oxigénio de pico

O VO, retrata a capacidade maxima do organismo de extrair oxigénio.
Esta medida € considerada como a que melhor avalia a poténcia aerébia, ou seja, a
guantidade maxima de energia que pode ser transformada em trabalho aerdbio das
fibras musculares por unidade de tempo (DENADAI et al., 2004).

A FIGURA 20 mostra o VO, pico dos animais pré e pos o protocolo
experimental. No periodo Pré TF observa-se que todos 0s grupos tinham o mesmo
nivel médio de VO, pico (Pré TF- WKY: 69 * 3,5; WKY-T: 69 £ 2,5; SHR: 72 + 2;
SHR-T: 73 + 36 mL. kg. min™), entretanto Pés TF observa-se a eficacia do
treinamento com uma resposta maior de VO, para os grupos que treinaram (WKY-T
e SHR-T) e uma reduc¢do para os grupos sedentario controle (WKY e SHR) (P6s TF-
WKY: 58 + 2,5;: WKY-T: 78 + 4; SHR: 61 + 2; SHR-T: 84,5 + 2 mL. kg™*. min™).
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FIGURA 20 — Consumo de oxigénio pico pré e po6s TF. Os resultados estédo
expressos como média + EPM (n=14). * p< 0,05 vs. Pré TF e WKY-T
e SHR-T Po6s TF; 1+ p< 0,05 vs. Pré TF e WKY e SHR Pés TF.
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6.5 Atividade da enzima citrato sintase

O aumento da atividade das enzimas oxidativas presentes na mitocondria
€ um indicativo da otimizacdo do metabolismo aerébio, por isso, este parametro
também foi analisado para comprovarmos a eficiéncia do TF. A FIGURA 21
demonstra que houve um aumento da atividade da enzima citrato sintase no
musculo séleo de ratos do grupo controle e hipertenso treinado em relacdo aos
grupos controles que se mantiveram sedentarios (WKY: 86 + 12, WKY-T: 120+ 11,
SHR: 76 + 9 e SHR-T: 144 + 15 nmol. min™. mg proteina™).
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FIGURA 21 — Atividade da enzima citrato sintase no musculo séleo representada em
valores de nmol. min™. mg de proteina™. Resultados expressos como
média £ EPM (n=7). * p< 0,05 vs. WKY e SHR.

6.6 Massa muscular esquelética e cardiaca

A TABELA 5 mostra a massa dos musculos séleo, plantaris e
gastrocnémio e a massa do ventriculo esquerdo (VE). Os valores de massa (mg)
foram corrigidos pelo comprimento da tibia (mm).

N&o houve modificacdo da massa muscular esquelética nos 3 tipos de

musculos estudados, porém observamos uma hipertrofia cardiaca induzida tanto
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pelo TF quanto pela HA. Em animais experimentais e humanos, o aumento do
tamanho do musculo cardiaco como adaptacdo ao TF aerObio é oriundo de
aumentos da sobrecarga de volume ocasionando uma hipertrofia excéntrica do tipo
fisioloégica, sem aumento de marcadores moleculares de hipertrofia patoldgica (fator
natriurético atrial, a-actina esquelética e B-MHC) e disfuncao cardiaca (FERNANDES
et al., 2011). Por outro lado, a hipertrofia do VE em SHR é descrita em grande parte
dos trabalhos como uma compensacdo que ocorre em primeiro momento para
manter normal a funcédo do VE e a mecéanica miocardica em resposta a sobrecarga
pressorica. De fato, ndo observamos alteracdo na funcéo cardiaca em SHR adultos
comparado ao grupo WKY; entretanto, o TF aerébio melhorou a fungéo cardiaca no
grupo SHR-T comparado aos animais SHR e WKY sedentarios (CAMPOS et al,
2015). Em contraste, a HA crbnica esta associada a uma descompensacdo da
funcao cardiaca (DAMATTO et al., 2013; PAGAN et al., 2015).

TABELA 5 — Massa muscular esquelética e cardiaca. Resultados expressos como
meédia + EPM (n=7). VE: ventriculo esquerdo. * p < 0,05 vs. WKY.

Parametros WKY WKY-T SHR SHR-T
Séleo
3,52+0,05 3,23+0,07 3,59+0,07 3,41+0,1
(mg/mm)
Plantaris
7,77+0,36 7,14+0,13 7,71+0,08 7,47+0,2
(mg/mm)

Gastrocnémio
35,7¢+0,6 33,5+0,5 35,9+0,6 33,4+0,7
(mg/mm)

VE

20,5+0,6  23,9+0,2* 26,5+0,6* 26,3+0,4*
(mg/mm)
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6.7 Determinacdo da area de secgdo transversa e tipos de fibra muscular
esquelética- histoquimica
A FIGURA 22 mostra as imagens representativas da caracterizacao

histoquimica do musculo sdéleo pela reacdo ATPase miosinica.

FIGURA 22 — Histoquimica do séleo pela reacdo ATPase miosinica. As setas sdo 0s
capilares, | as fibras tipo I, A as fibras tipo lla e Inter as intermediarias.

N&o foi observado alteracdo da area de seccao transversa nos diferentes
tipos de fibra, como as do tipo | (WKY: 2987 + 52, WKY-T: 3053 + 152, SHR: 2884 +
145 e SHR-T: 2939 + 109 um?), tipo lla (WKY: 2171 + 44, WKY-T: 2167 + 20, SHR:
1982 + 107 e SHR-T: 2149 + 47 pm?) e Intermediarias (WKY: 1846 + 169, WKY-T:
1851 + 65, SHR: 1770 + 160 e SHR-T: 1731 + 144 pm?) (FIGURA 23A). Entretanto,
o TF foi efetivo em recuperar a proporc¢ao na distribuicdo dos tipos de fibras no grupo
SHR-T, reduzindo a porcentagem de fibras do tipo lla (WKY: 4,8 £ 1,5; WKY-T: 2,7 +
1; SHR: 18,5+ 1,4 e SHR-T: 11 £ 0,9 %) e Intermediarias (WKY: 1,1 + 0,2; WKY-T:
0,88 £ 0,1; SHR: 3,9 + 0,4 e SHR-T: 1,9 £ 0,5 %) em detrimento ao aumento na
porcentagem de fibras do tipo | (WKY: 92,7 £ 1,5; WKY-T: 96,5 + 1,1; SHR: 77,5 £
1,8 e SHR-T: 87,2 + 1,3 %), se equiparando ao animal controle (FIGURA 23B).
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FIGURA 23 — Area de seccdo transversa das fibras musculares do tipo |, lla e

Intermediarias (Inter) (A) e distribuicdo dos tipos de fibra (B) pelo
meétodo de histoquimica. Os dados estdo representados na forma de
meédia + EPM (n=7). * p< 0,001 vs. WKY, WKY-T e SHR-T; 1 p<0,01
vs. WKY-T.
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6.8 Determinacdo da area de secgdo transversa e tipos de fibra muscular
esquelética- imunohistoquimica

Os resultados apresentados acima foram confirmados pela analise de
imunohistoquimica. Anticorpo para marcacdo de laminina possibilitou a analise da
area de seccao transversa e MHC-IB a analise da proporcéo de fibras do tipo | do

musculo séleo. O uso de hoechst possibilitou a marcacdo dos nucleos das fibras.

Apoés aquisicdo das imagens foi possivel realizarmos um merged das imagens
selecionadas (FIGURA 24).

HOECHST

'MERGED

FIGURA 24 — Imagens representativas da caracterizacdo imunohistoquimica do
musculo soleo.
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N&o foi observado alteracédo da area de seccao transversa nos diferentes
tipos de fibra, como as do tipo | (WKY: 3282 + 72, WKY-T: 3351 + 132, SHR: 3189 +
115 e SHR-T: 3238 + 101 pm?), tipo Il (WKY: 2390 + 83, WKY-T: 2385 + 81, SHR:
2203 + 116 e SHR-T: 2361 + 77 um?) e Intermediarias (WKY: 2024 + 119, WKY-T:
2033 + 94, SHR: 1997 + 134 e SHR-T: 1938 + 123 pm?) no musculo séleo dos 4
grupos estudos (FIGURA 25A). Entretanto, o TF foi efetivo em recuperar a proporgao
na distribuicdo dos tipos de fibras no grupo SHR-T, reduzindo a porcentagem de
fibras do tipo Il (Tipo Il - WKY: 4,9 + 1,2; WKY-T: 2,9+ 1; SHR: 19,1 £ 1,2 e SHR-T:
9,7 £ 0,9 %) e Intermediérias (Inter - WKY: 1,0+ 0,1; WKY-T: 1,3 £ 0,1; SHR: 2,8 +
0,5 e SHR-T: 1,3 £ 0,6 %) em detrimento ao aumento na porcentagem de fibras do
tipo | (Tipo I - WKY: 94,0 + 1,2; WKY-T: 95,8 £1,0; SHR: 78,1 + 1,3 e SHR-T: 89,0 £
1,4 %), se equiparando ao animal controle (FIGURA 25B).
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6.9 MiRNAs-208b e -499 muscular: efeito sobre o perfil de fibras

A FIGURA 26A mostra uma reducdo de 56% na expressdo do miRNA-
208b no musculo sb6leo de SHR comparado ao grupo WKY. Por outro lado, o TF
normalizou estes valores no grupo SHR-T, trazendo para valores similares ao do
WKY. Similarmente, observa-se uma reducdo de 34% na expressao do miRNA-499
no musculo séleo de SHR comparado ao grupo WKY, entretando o TF né&o foi capaz
de reverter estes valores no grupo SHR-T (FIGURA 26B).
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FIGURA 26 — Expressédo do miRNA-208b (A) e do miRNA-499 (B) no musculo soleo.
Os dados estédo representados na forma de média + EPM (n=7). ** p<
0,01 vs. WKY, WKY-T e SHR-T; 11 p< 0,01 vs. WKY e WKY-T.
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6.10 Razéo capilar por fibra muscular esquelética

Como esperado, a rarefacdo capilar foi observada no grupo SHR
comparado ao grupo WKY. Por outro lado, o TF foi efetivo em aumentar 47% o
namero de capilares pela analise da razdo capilar por fibora no grupo WKY-T e
corrigir a rarefacdo capilar no grupo SHR-T quando comparados ao grupo WKY
(WKY: 1,2 £ 0,06; WKY-T: 1,8 + 0,04; SHR: 0,7 + 0,02 e SHR-T: 1,1 + 0,04 n° de
capilares/ fibra muscular) (FIGURA 27).
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FIGURA 27 - Razao capilar por fibora no musculo séleo. Os dados estédo
representados na forma de média £ EPM (n=7). * p< 0,05 vs. WKY,
SHR e SHR-T; 1 p< 0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T, 1 p< 0,05 vs.
WKY-T e SHR.

6.11 MiRNAs-16, -21 e -126 muscular esquelético: efeito no balanco entre
a angiogénese e a apoptose

A FIGURA 28A mostra um aumento de 30% nos niveis do miRNA-16 no
s6leo de SHR comparado ao grupo WKY. Por outro lado, o TF reduziu 27% a
expressdao do mMIRNA-16 no grupo WKY-T e 32% no grupo SHR-T quando
comparado ao grupo WKY. Similarmente, observa-se um aumento de 36% nos

niveis do miRNA-21 no séleo de SHR comparado ao grupo WKY, e o TF reduziu os
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niveis desse MiIRNA no grupo SHR-T para niveis semelhantes ao do controle
(FIGURA 28B). Além disso, os niveis do miRNA-126 foi reduzido 29% no grupo SHR
e o TF elevou estes niveis no grupo SHR-T para niveis controles como o do grupo
WKY (FIGURA 28C).
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6.12 MiRNAs-221 e -222 muscular esquelético: efeito na eNOS e c-Kit

N&o foi observado alteracdo na expressao dos miRNAs-221 e -222 no
grupo SHR comparado ao grupo WKY. Entretanto, o TF foi eficaz em reduzir a
expressdo desses dois mMIRNAs nos grupos WKY-T e SHR-T, mostrando

responsividade ao TF independente da patologia (FIGURA 29A e B).
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FIGURA 29 — Expressédo do miRNA-221 (A) e miRNA-222 (B) no musculo soleo. Os
dados estéo representados na forma de média + EPM (n=7). * p< 0,05
vs. WKY e SHR.
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6.13 Fatores angiogénicos na hipertenséo arterial: papel do treinamento
fisico

A FIGURA 30 mostra os niveis protéicos avaliados por western blot de
VEGF, VEGFR1, VEGFR2 e eNOS no musculo séleo; além da expresséao génica de
PISKR2. Comparado ao grupo WKY sedentario, o0 TF aumentou 0s niveis protéicos
periféricos de VEGF e VEGFR2 no grupo WKY-T (FIGURA 30B e C,
respectivamente). Por outro lado, os niveis protéicos de VEGF no grupo SHR foram
significantemente menores comparado aos niveis protéicos do grupo WKY, porém o
TF conseguiu restaurar os niveis de VEGF no grupo SHR-T (FIGURA 30B). Além
disso, a recuperacdo de VEGF no grupo SHR-T foi acompanhado por um aumento
nos niveis protéicos do VEGFR2 (FIGURA 30C). Entretando, ndo existiu nenhuma
diferenca significante nos niveis protéicos do VEGFR1 entre todos os grupos
estudados (FIGURA 30D).

Interessantemente, como mostrado na FIGURA 30E, e similar ao
comportamento dos niveis protéicos de VEGF, foram os resultados obtidos para os
niveis protéicos de eNOS, indicando que VEGF e eNOS poderiam atuar
sinergicamente para um apropriado crescimento vascular. O alvo do miRNA-126, o
gene da PI3KR2, foi aumentado em 51% no grupo SHR comparado ao grupo WKY,
porém o TF reduziu os niveis de PI3KR2 no grupo SHR-T para niveis controles.
Além disso, o TF reduziu 39% a expressdo de PISKR2 quando comparado ao grupo
WKY (FIGURA 30F).
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FIGURA 30 — Efeito do TF aerdbio sobre os fatores angiogénicos na HA. Blots
representativos de VEGF, VEGFR1, VEGFR2, eNOS e GAPDH (A).
Niveis protéicos de VEGF, VEGFR1, VEGFR2 e eNOS no musculo
s6leo analisados por western blot, respectivamente (B-E). Expressao
génica de PI3KR2 (F). As bandas alvo foram normalizadas pela
proteina GAPDH. Os resultados estdo expressos como média + EPM
(n=7). * p< 0,05 vs. WKY, SHR e SHR-T; { p< 0,05 vs. WKY, WKY-T
e SHR-T; £ p< 0,05 vs. WKY-T e SHR; § p< 0.05 vs. WKY e SHR.
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6.14 Fatores anti e pré-apoptoticos na hipertenséo arterial: papel do
treinamento fisico

A FIGURA 31 mostra os niveis protéicos avaliados por western blot de
Bcl-2, Bcl-x, Bad e p-Badser112 N0 musculo séleo. Os niveis protéicos das proteinas
anti-apoptéticas Bcl-2 e Bcl-x foram similares entre os grupos WKY e WKY-T
(FIGURA 31B e C, respectivamente). Além disso, nenhuma mudang¢a nos niveis
protéicos da proteina pré-apoptética Bad assim como no seu sitio de fosforilacdo na
Serina 112 foram observadas no grupo WKY-T comparado ao seu controle
sedentario WKY (FIGURA 31D e E, respectivamente). Em contraste, o grupo SHR
apresentou um pronunciado aumento nos niveis protéicos da proteina pro-apoptética
Bad e diminuigdo desses niveis no seu sitio de fosforilagdo Serina 112, bem como
da razdo p-Badsei12/Bad comparados ao grupo WKY (FIGURA 31D, E e F,
respectivamente); acompanhados por uma reducdo dos niveis protéicos das
proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 e Bcl-x (FIGURA 31B e C, respectivamente).
Interessantemente, como mostrado pelas FIGURAS 31A-F, o TF restaurou os niveis
protéicos das proteinas anti e pro-apoptéticas no grupo SHR-T, trazendo para

valores similares ao grupo controle.
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FIGURA 31 — Efeito do TF aerobio sobre as proteinas regulatorias da apoptose no
musculo esquelético na HA. Blots representativos de Bcl-2, Bcl-x,
Bad, p-Badser112 € GAPDH de WKY, WKY-T, SHR, SHR-T (A). Niveis
protéicos de Bcl-2, Bcl-x, Bad e p-Badseriiz N0 musculo séleo
analisados por western blot, respectivamente (B-F). As bandas alvo
foram normalizadas pela proteina GAPDH. Os resultados estdo
expressos como média £ EPM (n=7). * p< 0,05 vs. WKY, WKY-T e
SHR-T; 1 p< 0,05 vs. WKY e WKY-T.



QUADRO 1- Resumo dos principais resultados descritos na 12 etapa do estudo
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7 RESULTADOS- 22 ETAPA

Nesta secdo descreveremos o0s resultados da 22 etapa do projeto com

animais de 6 meses de idade no inicio do protocolo.

7.1 Massa corporal

A FIGURA 32A mostra a MC dos grupos pré e pos protocolo de TF
aerobio em animais com 6 meses de idade no inicio do protocolo. Ndo houve
diferenca da MC no inicio do protocolo entre os grupos (Pré TF - WKY: 334 + 5,3;
WKY-T: 322 + 4,2; SHR: 316 + 5,8; SHR-T: 321 + 6,5 g). Entretanto, foi observado
uma manutencdo da MC nos grupos WKY-T e SHR-T ao final de 10 semanas de TF
em comparacdo aos grupos sedentarios WKY e SHR; em que apresentaram um
aumento de maneira significativa ao final do protocolo experimental (P6s TF - WKY:
357,9 + 7,8; WKY-T: 335 + 5,3; SHR: 334 £ 9,2; SHR-T: 322 £ 6,0 Q).

Similar ao observado com os animais de 3 meses de idade no inicio do
protocolo, o menor ganho de MC po6s TF aerdébio pode ser atribuido ao fato do
exercicio elevar o metabolismo basal devido a um aumento do gasto calérico com
uso predominante do metabolismo oxidativo e redugéo do tecido adiposo (TOTH &
POCHLMAN, 1996). Ap6s o sacrificio foi feita a remocédo da gordura reto peritoneal
dos animais, sendo pesada e corrigida pelo comprimento da tibia, conforme ilustrado
na FIGURA 32B. Foi observado uma reducédo na quantidade de tecido adiposo nos
animais treinados e em SHR comparado ao grupo WKY, explicando em parte esse
menor ganho da MC ao final do periodo experimental (P6és TF - WKY: 154 + 11,
WKY-T: 82+ 7, SHR: 74 £ 9, SHR-T: 45 £ 8 mg/mm).
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- Massa corporal e gordura reto peritoneal. Resultados da massa
corporal pré e pés TF de natacéo (A) representado em gramas (g) e da
medida da gordura reto peritoneal pos periodo de TF (B) corrigido pelo
comprimento da tibia (mg/mm). Os dados estdo representados na
forma de média =+ EPM (n=14). * vs. Pré-TF, WKY-T e SHR-T P6s-TF,
p< 0,05; ** vs. WKY, p <0,01 e *** vs. WKY, p< 0,001.
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7.2 Parametros hemodinamicos: presséao arterial e frequéncia cardiaca

Na FIGURA 33A, pré TF, podemos observar que os grupos de SHR
apresentavam niveis elevados de PAS (207 + 5,5 mmHg), PAD (159 £ 2,5 mmHg) e
PAM (173 = 3,6 mmHg) comparados ao grupo controle, WKY (133 + 3,9; 104 * 2,9;
114 = 2,4 mmHg, respectivamente). Nao foi encontrado alteracées da FC entre os
grupos pré TF (WKY: 393 + 11; WKY-T: 397+ 9 SHR: 404 £ 11; SHR-T: 405 + 11
bpm).

Po6s TF, representado pela FIGURA 33B, observa-se que o TF de natacao
reduziu a PAS, PAD e a PAM do grupo SHR-T (178 + 1,2; 120 + 2,2; 142 + 2,7
mmHg, respectivamente) comparado ao grupo SHR (197 £ 3,3; 140 £ 6,8; 159 + 5,6
mmHg, respectivamente), sem nenhuma alteragdo da PAS, PAD e PAM nos grupos
de animais controle, WKY (131 £ 2,2; 91 + 2,5; 105 * 2,3 mmHg, respectivamente).
Além disso, observamos uma bradicardia de repouso nos grupos WKY-T e SHR-T
quando comparados aos grupos mantidos sedentario no mesmo periodo
experimental (P6s TF- WKY: 438 + 6; WKY-T: 401 + 4,1; SHR: 437 £ 5,5; SHR-T:
403 + 3,3 bpm).
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FIGURA 33 — Parametros Hemodinamicos. Presséao Arterial Sistdlica (PAS), Pressao

Arterial Diastolica (PAD), Pressao Arterial Média (PAM) e Frequéncia
Cardiaca (FC) de repouso Pré TF (A) e Pés TF (B). Os resultados
estdo expressos como média £+ EPM (n=14). * p < 0,001 vs. WKY e
WKY-T; 1t p <0,01 vs. SHR; # p < 0,01 vs. WKY e SHR.
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7.3 Medida do consumo de oxigénio de pico

A FIGURA 34 mostra o VO, pico dos animais pré e pos o protocolo
experimental. No periodo Pré TF observa-se que todos 0s grupos tinham o mesmo
nivel de VO, pico, entretanto, pds periodo experimental, observa-se uma reducéo do
VO, pico no grupo SHR, mostrando que a HA crénica com 9 meses de idade ao final
do protocolo promove uma intoleréncia a realizagdo do esfor¢o fisico maximo, nao
observado nos animais hipertensos jovens com 6 meses de idade ao final do
protocolo. Pés TF observa-se a eficacia do treinamento em aumentar os niveis de
VO, pico no grupo WKY-T e normalizar os valores no grupo SHR-T comparados ao
grupo WKY (Pés TF- WKY: 62 + 1,5; WKY-T: 69 + 2,1; SHR: 53 + 2,5; SHR-T: 68 +
2,6 mL. kg*. min™).
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FIGURA 34 — Consumo de oxigénio pico pré e po6s TF. Os resultados estao
expressos como média + EPM (n=14). * vs. Pré TF e WKY, WKY-T e
SHR-T P6s TF, p< 0,05; f vs. Pré e WKY e SHR Pé6s TF.
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7.4 Atividade da enzima citrato sintase

A FIGURA 35 mostra que houve um aumento da atividade da enzima
citrato sintase no musculo séleo de WKY-T e SHR-T em relacdo aos grupos controle
gue se mantiveram sedentarios (WKY: 83,3 £ 4, WKY-T: 117 + 9; SHR: 71,7 £ 6 e
SHR-T: 93,3 + 8 nmol. min™. mg proteina™). Embora n&o estatistico, observamos
uma reducéo de 14% na atividade da enzima em SHR comparado ao WKY, o que
poderia contribuir para reducédo do metabolismo oxidativo muscular e do VO, pico em
SHR.
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FIGURA 35 — Atividade da enzima citrato sintase no musculo soleo representada em
valores de nmol. min™. mg de proteina™. Resultados expressos como
média £ EPM (n=7). * vs. WKY e SHR, p< 0,05.

7.5 Massa dos tecidos

A TABELA 6 mostra a massa de diferentes tecidos dos 4 grupos
estudados, tais como, musculos séleo, plantaris, gastrocnémio e tibial anterior, do
VE e do ventriculo direito (VD), do atrio, do pulméo, do figado e das adrenais. Os

valores de massa (mg) foram corrigidos pelo comprimento da tibia (mm) e para o
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musculo tibial anterior e o pulmdo também foi calculado a razdo peso umido pelo
peso seco dos tecidos.

Diferente do observado nos animais ao final dos 6 meses de idade em
gue nao houve modificacdo da massa muscular esquelética nos 3 tipos de musculos
estudados, ao final de 9 meses de HA ja observamos uma atrofia muscular no séleo,
plantéaris, gastrocnémio e tibial anterior. Interessantemente, o TF corrigiu a perda de
massa muscular em todos os musculos. Além disso, observa-se nessa idade uma
hipertrofia ventricular esquerda de maior magnitude. Nao observamos alteracédo de
massa no VD. Entretanto, o TF levou uma hipetrofia dos atrios no grupo SHR-T
comparados aos outros grupos.

Foi verificado aumento da massa do pulméo, figado e adrenais nos
grupos SHR e SHR-T quando comparados ao grupo controle WKY. Além disso, foi
observado um aumento da razdo do peso umido pelo peso seco de pulmao

indicando um quadro de edema pulmonar em SHR de 9 meses de idade.
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TABELA 6 — Massa tecidual. Resultados expressos como média + EPM (n=7). * p <
0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T, ** p < 0,01 vs. WKY e WKY-T, #p <
0,05 vs. WKY, 1t p < 0,05 vs. WKY e SHR, 1t p <0,05 vs. WKY e WKY-

T.

(mg/mm)

Parédmetros WKY WKY-T SHR SHR-T
Soleo
3,9240,1 3,9840,1 3,23+0,3* 3,9340,1
(mg/mm)
Plantéris
8,2310,2 8,56+0,2 7,1340,2* 8,1610,2
(mg/mm)
Gastrocnémio
39,21+0,4 38,82+0,6 36,13+0,6* 38,94+0,9
(mg/mm)
Tibial Anterior
16,66+0,6 16,32+0,2 15,06+0,4* 16,22+0,4
(mg/mm)
Tibial Anterior
_ 3,65+0,1 3,65+0,02 3,32+0,05 3,64+0,03
(peso umido/peso seco)
Ventriculo Esquerdo
21,6+0,5 23,58+0,5#  29,19+0,4** 29,15+0,3**
(mg/mm)
Ventriculo Direito
6,62+0,4 7,08+0,4 6,1+0,4 6,7310,2
(mg/mm)
Atrios
1,45+0,1 1,65+0,1# 1,37+0,05 2+0,2t
(mg/mm)
Pulméao
45,48+1,8 49,9742 59+2% 61,8131
(mg/mm)
Pulméao
. 4,04+0,09 4,14+0,07 4,74+0,07% 4,72+0,12%
(peso Umido/peso seco)
Figado
248,817 240,916 371,7+8% 358,4+9%
(mg/mm)
Adrenais
0,9740,05 1,0+0,03 1,37+0,12% 1,22+0,11%
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7.6 Avaliacdo ecocardiogréfica

Os parametros estruturais cardiacos sao mostrados na TABELA 7. O
diametro diastolico (DDVE) e o diametro sistélico (DSVE) do VE foram similares
entre 0s grupos. A parede septal e posterior e a espessura relativa da parede (ERP)
do VE foram maiores no SHR e SHR-T comparados ao grupo WKY. O TF reduziu
parte do tamanho da parede septal e posterior no grupo SHR-T comparado ao grupo
SHR.

TABELA 7 — Dados ecocardiograficos. Resultados expressos como média + EPM
(n=7). £ p < 0,05 vs. WKY e WKY-T, # p < 0,05 vs. SHR, + p < 0,05 vs.
WKY. DDVE: diametro diastélico do ventriculo esquerdo, DSVE:
didmetro sistélico do ventriculo esquerdo, ERP: espessura relativa da

parede.
Parametros WKY WKY-T SHR SHR-T
Septo
(mm) 1,74+0,07 1,69+0,06 2,21+0,12% 1,91+0,04%#
mm

Parede Posperior
1,64+0,09 1,65+0,05 2,27+0,11f 2,06+0,051#

(mm)
DDVE

5,760,12 5,37+0,20 5,39:0,14  5,4510,13
(mm)
DSVE

2,86:0,24 2,89+0,28 2,58+0,11  2,59:0,17
(mm)
ERP 0,55:0,03 0,62+0,02+ 0,81+0,07f 0,82+0,06%

Os resultados da avaliacdo funcional do VE sdo mostrados na TABELA 8.
A fracdo de ejecao (FEj) foi reduzida no grupo SHR comparado ao grupo controle. O

volume sistolico final (VSF) e o volume diastdlico final (VDF) foram aumentados no
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grupo SHR comparados ao grupo WKY. O TF conseguiu normalizar os valores de
FE e VDF no grupo SHR-T, melhorando a funcéo sistdlica.

Os valores referentes a onda A e a onda E e a razdo E/A estavam
alterados no SHR comparados ao WKY. Além disso, também foi observado uma
reducdo no tempo de ejecdo (TE), um aumento no tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) e um aumento no indice de performance miocardica (IPM) no
SHR comparado ao WKY. Notavelmente, o TF aerd6bio conseguiu normalizar os
valores de E/A, TE, TRIV e IPM no grupo SHR-T, trazendo para valores similares ao
grupo WKY, contribuindo para uma melhora da complacéncia ventricular e uma

melhora global nas funcgdes sistélica e diastélica do VE.
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TABELA 8 - Funcdo sistdlica e diastolica ventricular esquerda. Resultados
expressos como média £ EPM (n=7). * p < 0,05 vs. WKY, WKY-T e
SHR-T, £ p < 0,05 vs. WKY e WKY-T, # p < 0,05 vs. SHR. FE;j: fragao
de ejecao, VSF: volume sistolico final, VDF: volume diastdlico final, TD:
tempo de desaceleracdo da onda E, TE: tempo de ejecéo, TRIV: tempo
de relaxamento isovolumétrico, IPM: indice de performance miocardica.

Parametros WKY WKY-T SHR SHR-T

FEj
79,1+2,4 80,3+2,1 68,7+1,3* 79,6%1,5

(%)

VSF
3 0,06+0,006 0,05+0,004 0,09+0,01% 0,09+0,01%

(cm”)

VDF
3 0,26+0,02 0,27+0,03 0,38+0,02* 0,29+0,02

(cm)

Onda E
82,9+2,5 81,0+3,1 61,8+3,4% 59,6+2,4%

(cm/s)

Onda A
36,9+2,8 35,9+1,6 24,0+3,3% 26,9+3,9%

(cm/s)
E/A 2,2+0,1 2,2,0+0,1 3,1+0,3* 2,2+0,2

TDE
58,6+1,8 58,8+2,5 52,7,0+4,0 57,7+3,2

(ms)

TE
79,0+1,8 79,1+0,8 72,8+1,4* 81,0+2,0

(ms)

TRIV
(ms) 26,1+1,9 28,4+1,1 43,2422t 36,7,+2,01#

ms

IPM 0,56+0,02 0,55+0,02 0,75+0,04* 0,65+0,04
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7.7 Determinacdo da area de seccdo transversa e tipos de fibra muscular
esquelética- histoquimica
A FIGURA 36 mostra as imagens representativas da caracterizacao

histoquimica do musculo séleo pela reacdo ATPase miosinica.

FIGURA 36 — Histoquimica do séleo pela reacdo ATPase miosinica. As setas sao 0s
capilares, | as fibras tipo I, A as fibras tipo lla e Inter as intermediarias.

Os SHR com o dobro do tempo de HA apresentaram uma redugcdo na
area de seccao transversa nos diferentes tipos de fibra do musculo s6leo quando
comparados ao animal WKY. Notavelmente, o TF aerobio conseguiu corrigir a atrofia
muscular se equiparando aos valores do animal controle (tipo | - WKY: 4039 + 195,
WKY-T: 4090 + 188, SHR: 2658 + 53 e SHR-T: 3724 + 102 um?; tipo lla - WKY: 2903
+ 182, WKY-T: 2746 + 178, SHR: 2050 = 68 e SHR-T: 2741 = 91 umz e
Intermediarias WKY: 2663 + 136, WKY-T: 2145 + 153, SHR: 1967 + 95 e SHR-T:
2288 + 80 pm?) (FIGURA 37A). Além disso, o TF foi efetivo em recuperar a
propor¢cdo na distribuicdo dos tipos de fibras no grupo SHR-T, reduzindo a
porcentagem de fibras do tipo lla e Intermediarias em detrimento ao aumento na
porcentagem de fibras do tipo | (FIGURA 37B).
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— Area de seccdo transversa das fibras musculares do tipo |, lla e
Intermediarias (Inter) (A) e distribuicdo dos tipos de fibra (B) pelo
método de histoquimica. Os dados estdo representados na forma de
média + EPM (n=7). * p< 0,001 vs. WKY, WKY-T e SHR-T; 1 p<0,01
vs. WKY-T.
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7.8 Avaliacdo da funcdo muscular esquelética

7.8.1 Curva forca- frequéncia do EDL

A FIGURA 38A mostra uma reducéo da forca do musculo EDL no SHR
comparado ao WKY avaliado pela curva forca-frequéncia. O TF aerobio recuperou
parcialmente a perda de forca no grupo SHR-T. Os valores de porcentagem de forca
tetanica maxima foram similares entre os grupos (FIGURA 38B).
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FIGURA 38 — Curva forca especifica (A) e curva de porcentagem de forca tetanica
maxima (B) no musculo EDL. Os dados estéo representados na forma
de média £ EPM (n=6-7). * p< 0,01 vs. WKY e WKY-T; 1 p<0,05 vs.
SHR.
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7.8.1.1 Parametros da forga- frequéncia do EDL- twitch 1Hz

As FIGURAS 39A e B mostram, respectivamente, uma reducgéo da forca
do musculo EDL tanto corrigido pelo peso do tecido quanto pela area de seccéo
transversa no grupo SHR comparado ao grupo WKY no twitch 1Hz avaliado pela
curva forca-frequéncia. Foi observado um aumento do time to peak no grupo SHR
comparado ao grupo WKY, indicando um maior tempo para alcancar o pico da
contracdo muscular no twitch comparado ao controle. O TF aerobio recuperou este
tempo de contracdo muscular no grupo SHR-T (FIGURA 39C). Os valores do tempo
de relaxamento para 50% da contracdo maxima (TR50) foram similares entre os
grupos (FIGURA 39D).
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FIGURA 39 — Forca especifica corrigida pelo peso (A), forca especifica corrigida
pela area de seccao transversa (B), time to peak (C) e TR50 (D) do
musculo EDL no twitch 1Hz. Os dados estdo representados na forma
de média £ EPM (n=6-7). * p< 0,05 vs. WKY e WKY-T; 1 p<0,05 vs.
WKY, WKY-T e SHR-T.

7.8.1.2 Parametros da forga- frequéncia do EDL- tétano 80Hz

As FIGURAS 40A e B também mostram, respectivamente, uma reducao
da forca do musculo EDL tanto corrigido pelo peso do tecido quanto pela area de
seccao transversa do grupo SHR comparado ao grupo WKY no tétano 80Hz

avaliado pela curva forca-frequéncia. Interessantemente, o TF aerdébio conseguiu
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normalizar esta perta de for¢ga muscular no tétano do musculo EDL no grupo SHR-T.
Os valores de time to peak foram similares entre os grupos (FIGURA 40C). Foi
observado um aumento do TR50 no grupo SHR comparado ao grupo WKY,
resultando em um maior tempo para o relaxamento do musculo esquelético no
tétano da contragcdo comparado ao controle, prejudicando o processo de contracéo
muscular. O TF aerébio recuperou este tempo de relaxamento muscular no grupo
SHR-T (FIGURA 40D).
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FIGURA 40 - Forca especifica corrigida pelo peso (A), forca especifica corrigida
pela area de seccao transversa (B), time to peak (C) e TR50 (D) do
muasculo EDL no tétano 80Hz. Os dados estdo representados na
forma de média =+ EPM (n=6-7). * p< 0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T.



7.8.2 Curva forga- frequéncia do séleo
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A FIGURA 41A mostra uma reducéo da forgca do musculo séleo no grupo

SHR comparado ao grupo WKY avaliado pela curva forca-frequéncia. O TF aerdbio

normalizou a perda de forgca muscular no grupo SHR-T. Os valores de porcentagem

de forca tetanica maxima foram similares entre os grupos (FIGURA 41B).
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FIGURA 41 - Curva forca especifica (A) e curva de porcentagem de forca tetanica
maxima (B) no musculo séleo. Os dados estdo representados na
forma de média + EPM (n=6-7). * p< 0,01 vs. WKY, WKY-T e SHR-T.
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7.8.2.1 Parametros da forca- frequéncia do soleo- twitch 1Hz

As FIGURAS 42A e B mostram, respectivamente, uma reducéo da forca
do musculo séleo tanto corrigido pelo peso do tecido quanto pela area de seccao
transversa no grupo SHR comparado ao grupo WKY no twitch 1Hz avaliado pela
curva forca-frequéncia. Interessantemente, o TF aerobio conseguiu normalizar esta
perda de forca muscular no twitch do masculo EDL no grupo SHR-T. Os valores de
time to peak e TR50 foram similares entre os grupos (FIGURA 42C e D,

respectivamente).
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FIGURA 42 — Forca especifica corrigida pelo peso (A), forca especifica corrigida
pela area de seccao transversa (B), time to peak (C) e TR50 (D) do
musculo sdleo no twitch 1Hz. Os dados estédo representados na forma
de média £ EPM (n=6-7). * p< 0,05 vs. WKY e WKY-T; 1 p<0,05 vs.
WKY, WKY-T e SHR-T.

7.8.2.2 Parametros da forca- frequéncia do soéleo- tétano 80Hz

As FIGURAS 43A e B também mostram, respectivamente, uma reducao
da for¢ca do musculo soleo tanto corrigido pelo peso do tecido quanto pela area de
seccao transversa do grupo SHR comparado ao grupo WKY no tétano 80Hz

avaliado pela curva forca-frequéncia. Interessantemente, o TF aerdbio conseguiu
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normalizar esta perta de forgca muscular no tétano do musculo séleo no grupo SHR-
T. Os valores de time to peak foram similares entre os grupos (FIGURA 43C). Foi
observado um aumento do TR50 no grupo SHR comparado ao grupo WKY,
resultando em um maior tempo para o relaxamento do musculo esquelético no
tétano da contracdo muscular comparado ao controle. O TF aerobio recuperou este

tempo de relaxamento muscular no grupo SHR-T (FIGURA 43D).

- = /
g N % | | / | S 0 ‘ % | ‘ /
- %

FIGURA 43 — Forca especifica corrigida pelo peso (A), forca especifica corrigida
pela area de seccao transversa (B), time to peak (C) e TR50 (D) do
musculo s6leo no tétano 80Hz. Os dados estdo representados na
forma de média £ EPM (n=6-7). * p< 0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T.
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7.8.3 Curva fadiga do musculo EDL
As FIGURASs 44A e B mostram, respectivamente, que a curva de fadiga e
os valores de porcentagem de forca tetanica maxima referente ao primeiro tétano do

musculo EDL foram similares entre os grupos.
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FIGURA 44 — Curva fadiga (A) e curva de porcentagem de forca tetdnica maxima
referente ao primeiro tétano (B) no musculo EDL. Os dados estédo
representados na forma de média + EPM (n=6-7).
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7.8.3.1 Parametros da fadiga- primeiro e tltimo tétano no EDL

As FIGURAS 45A e B mostram, respectivamente, o time to peak no
primeiro tétano e no dltimo tétano da fadiga. Os valores de time to peak foram
similiares entre os grupos no primeiro tétano da fadiga. Em contraste, foi observado
um aumento no time to peak no ultimo tétano do grupo SHR comparado ao grupo
WKY. O TF normalizou os valores no grupo SHR-T.

Ja nas FIGURAS 45C e D mostram, respectivamente, o TR50 do primeiro
tétano e do ultimo tétano da fadiga. Foi obsevado um aumento no TR50 no primero
tétano da fadiga comparado ao grupo WKT, entretanto o TF normalizou estes
valores. Os valores de TR50 foram similares entre 0s grupos no ultimo tétano da

fadiga.
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7.8.4 Curva fadiga do musculo soleo
As FIGURAS 46A e B mostram, respectivamente, que a curva de fadiga e
os valores de porcentagem de forca tetanica maxima refrente ao primeiro tétano do

musculo soleo foram similares entre 0s grupos.
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FIGURA 46 — Curva fadiga (A) e curva de porcentagem de forca tetanica maxima
referente ao primeiro tétano (B) no musculo soleo. Os dados estdo
representados na forma de média =+ EPM (n=6-7).
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7.8.4.1 Parametros da fadiga- primeiro e tltimo tétano no séleo

As FIGURAS 47A e B mostram, respectivamente, o time to peak no
primeiro tétano e no dltimo tétano da fadiga. Os valores de time to peak foram
similiares entre 0os grupos no primeiro e no ultimo tétano da fadiga.

Ja nas FIGURAS 47C e D mostram, respectivamente, o TR50 do primeiro
tétano e do ultimo tétano da fadiga. Os valores de TR50 também foram similares

entre 0s grupos no primeiro e Ultimo tétano da fadiga.
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7.9 Avaliacdo morfologica da artéria femoral

O parametro morfolégico da artéria femoral foi determinado por meio de
varios parametros estruturais como o diametro do vaso e do limen, a espessura da
parede, a area de seccdo transversa e a relacdo parede: lumen. As imagens
representativas da estrutura da artéria femoral séo mostradas na FIGURA 48.

WKY WKY-T

SHR

FIGURA 48 — Imagens representativas da estrutura da artéria femoral marcadas
com hematoxilina-eosina.

Os parametros morfologicos da artéria femoral estdo demonstrados na
FIGURA 49. O diametro da luz do vaso foi reduzido no SHR comparado ao WKY (A).
Por outro lado, o didmetro do vaso néo foi alterado em nenhum dos grupos (B). Foi
observado um aumento da espessura da parede (C), da razdo parede/ luz (D) e da
area de seccao transversa (E) da artéria femoral no SHR comparado ao WKY. O TF

foi efetivo em normalizar estes parametros.
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parede/ luz (D) e area de secc¢do transversa (E) da artéria femoral. Os
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FIGURA 49 — Diametro da luz (A) e do vaso (B), espessura da parede (C), razao
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7.10 Propriedades funcionais da artéria femoral

7.10.1 Resposta vasoconstritora da artéria femoral
A resposta de contracdo na artéria femoral foi avaliada por meio da

resposta maxima de contracéo induzida por KCl e da CCR a FE.

7.10.1.1 Resposta vascular contrétil induzida por KCI (120 mM)

Para avaliar a integridade funcional da artéria, apds o periodo inicial de
estabilizacdo, alta concentracdo de KCI (120 mM) foi adicionado ao banho de
orgdos. A contragdo maxima induzida por KCI (120 mM) foi maior em ambos o0s
grupos treinados quando comparados aos grupos sedentarios (WKY: 4,3 £ 0,2 (n=8);
WKY-T: 4,9 £ 0,2* (n=8); SHR: 4,5 £ 0,5 (n=7) e SHR T: 4,9 £ 0,1* (n=7) mN/mm,;
diferenca significativa (*) WKY-T e SHR-T vs. WKY e SHR, P<0,05).

7.10.1.2 Resposta vasoconstritora a fenilefrina
A FE promoveu uma resposta vasoconstritora dependente de
concentracdo na artéria femoral (FIGURA 50). A resposta vasoconstritora destas

artérias foi similar entre os grupos.
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FIGURA 50 - Resposta contratil induzida por fenilefrina (FE) na artéria femoral. Os
dados estédo representados na forma de média £ EPM (n=4-5).
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7.10.2 Resposta vasodilatadora da artéria femoral

O efeito da HA e do TF sobre o relaxamento dependente e independente
do endotélio foi avaliado por meio de CCR a ACh (1 nM — 10 uM) e ao doador de
oxido nitrico, NPS (0,1 nM — 10 puM) respectivamente, em artéria femoral pré-
contraidas com FE.

7.10.2.1 Resposta de relaxamento dependente do endotélio

A ACh promoveu um efeito vasodilatador dependente de concentracdo na
artéria femoral (FIGURA 51). A resposta vasodilatadora destas artérias foi similar
entre os grupos. Estes resultados demonstram que a HA e o TF n&o induziram

alteracdes da funcdo endotelial em artéria femoral.
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FIGURA 51 - Curva concentracdo-resposta a acetilcolina (ACh) em artéria femoral
pré-contraidas com fenilefrina. Os dados estdo representados na
forma de média = EPM (n=4-5).

7.10.2.2 Papel do 6xido nitrico e do potassio na resposta vasodilatadora
dependente do endotélio

Embora o TF aerébio e a HA ndo tenham alterado a resposta
vasodilatadora em artéria femoral, investigamos alguns possiveis mecanismos que
poderiam influenciar na vasodilatacdo. O inibidor ndo-seletivo da sintese de Oxido

nitrico, L-NAME (100 pM), impediu a resposta vasodilatadora induzida por ACh em
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artéria femoral tanto dos grupos normotensos quanto dos grupos hipertensos de
maneira similar, conforme demonstrado na FIGURA 52. Além disso, a pré-contracao
com KCI (60 mM), também impediu a resposta vasodilatadora induzida por ACh em
artéria femoral tanto dos grupos normotensos quanto dos grupos hipertensos de
maneira similar, conforme demonstrado na FIGURA 52. Estes resultados
demonstram que tanto o O6xido nitrico quanto os canais para potassio sdo

importantes para a vasodilagdo dependente do endotélio nos grupos estudados.
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FIGURA 52 — Efeito do blogueio da sintese de NO com L-NAME (100 uM) e do KClI
(60mM) sobre a resposta de relaxamento induzido por acetilcolina
(ACh) em artéria femoral pré-contraidas com FE. Os dados estédo
representados na forma de média + EPM (n=4-5). * p < 0,001 vs. L-
NAME e KCI.
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7.10.2.3 Resposta de relaxamento independente do endotélio

A resposta vasodilatadora independente do endotélio em artéria femoral
foi similar entre os grupos como demonstrado por meio da CCR ao NPS (1 nM - 10
uM) na FIGURA 53.
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FIGURA 53 - Curva concentracao-resposta ao doador de éxido nitrico nitroprussiato
de sodio (NPS) em artéria femoral pré-contraidas com FE. Os dados
estdo representados na forma de média + EPM (n=7-8).

7.11 Avaliacdo morfologica da arteriola muscular

O parametro morfologico da arteriola muscular foi determinado por meio
de varios parametros estruturais como o diametro do vaso e do limen, a espessura
da parede, a area de seccao transversa e a relacdo parede: [limen entre 0os grupos
estudados. As imagens representativas da estrutura da arteriola muscular séo
mostradas na FIGURA 54.
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WKY

400x

FIGURA 54 — Imagens representativas da estrutura da arteriola muscular marcadas
pela ATPase miosinica.

Os parametros estruturais da arteriola muscular sdo mostrados na
FIGURA 55. Similar aos dados estruturais da artéria femoral, o didmetro da luz do
vaso foi reduzido no SHR comparado ao WKY (A). Por outro lado, o diametro do
vaso nao foi alterado em nenhum dos grupos (B). Foi observado um aumento da
espessura da parede (C), da razéo parede/ luz (D) e da area de seccao transversa
(E) da arteriola muscular no SHR comparado ao WKY. O TF foi efetivo em
normalizar estes parametros, o que poderia contribuir para a redugéo da resisténcia

vascular periférica e consequentemente maior perfusado tecidual e queda da PA.
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FIGURA 55 — Diametro da luz (A) e do vaso (B), espessura da parede (C), razéo

=6-7).

parede / luz (D) e &rea de seccéo transversa (E) da arteriola muscular.

Os dados estédo representados na forma de média £+ EPM (n
* p< 0,01 vs. WKY, WKY-T e SHR-T; T p<0,01 vs. WKY e WKY-T.
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7.12 Razd&o capilar por fibra muscular esquelética

Similar ao encontrado nos animais com 6 meses de idade, a rarefacéo
capilar foi observada no grupo SHR com 9 meses de idade comparado ao grupo
WKY. Por outro lado, o TF foi efetivo em aumentar 19% o namero de capilares pela
analise da razao capilar por fibra no grupo WKY-T e corrigir a rarefacdo capilar no
grupo SHR-T quando comparados ao grupo WKY (WKY: 1,2 £ 0,05; WKY-T: 1,5 *
0,07; SHR: 0,6 £ 0,03 e SHR-T: 1,0 £ 0,02 n° de capilares/ fibra muscular) (FIGURA
56).
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FIGURA 56 — Razado capilar por fibra no musculo so6leo. Os dados estédo
representados na forma de média £ EPM (n=7). * p< 0,05 vs. WKY,
SHR e SHR-T; t p< 0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T, t p< 0,05 vs.
WKY-T e SHR.

7.13 Microarray de miRNA- séleo

Para analise do perfil de expressdo de miRNAs no musculo séleo, duas
amostras de cada grupo foram submetidas ao microarray pela empresa LC Science
(Houston, Texas, EUA). Dos 727 miRNAs presentes no chip com base no release
versao 20.0 do Sanger miRBase para ratos, 228 miRNAs foram expressos no soéleo

com niveis de expressdo maior que 32 unidades arbitrarias (u.a.) (FIGURA 57).
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FIGURA 57 — Heatmap dos 228 miRNAs expressos no soleo via microarray.

Na tentativa de avaliar o efeito da HA sobre o perfil de miRNAs no
musculo esquelético, foi feita a comparacao entre o perfil de expressdo dos miRNAs
do grupo SHR vs. WKY no s6leo. Dos 228 miRNAs expressos no musculo séleo, 64
mMiRNAs foram diferencialmente expressos no grupo SHR comparado ao grupo WKY
(FIGURA 58). Desses 64 miRNAs, 39 deles foram reduzidos e 25 foram aumentados
pela HA.
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FIGURA 58 — Heatmap dos 64 miRNAs diferencialmente expressos no grupo
hipertenso comparado ao grupo controle no so6leo via microarray.

A partir desta analise, foi observado diferentes efeitos do TF aerdbio
sobre o padrédo de expressdo dos miRNAs na HA, representado pelo grupo SHR-T.
Nos miRNAs com aumento de expressdo na HA, dos 25 miRNAs com padrédo de
expressao aumentado no grupo SHR, 3 deles ndo sofreram efeito do TF no grupo
SHR-T, permanecendo com o mesmo perfil de expressdo da doenca (miRNAs-223-
3p, -218a-5p e -1224) (FIGURA 59A). Curiosamente, 9 dos 25 miRNAs tiveram o
padrdo acentuado da doenca quando submetidos ao TF, apresentando um nivel de
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expressao de maior aumento no grupo SHR-T comparado ao SHR (miRNAs-122-3p,
-6216, -3584-5p, -3564, -3591, -6317, -34c-3p, -483-5p e -145-3p) (FIGURA 59B).

Dos 39 miRNAs com padrdo de expressao reduzido no grupo SHR, 8
deles ndo apresentaram diferenca significativa quando submetido ao protocolo de
TF aerdbio no grupo SHR-T, permanecendo com o mesmo perfil de expressédo da
doenca (MiRNAs-128-3p, -99b-5p, -322-3p, -376b-5p, -222-3p, -210-3p e -382-5p)
(FIGURA 59A). Além disso, 12 dos 39 miRNAs tiveram o padrdo acentuado da
doenca quando submetido ao TF com um nivel de expressdo de maior reducédo no
grupo SHR-T comparado ao SHR (miRNAs-15b-5p, -342-3p, -539-5p, -133a-5p, -
379-5p, -487b-3p, -434-3p, -329-3p, -127-3p, -381-3p, -411-5p e -214-3p) (FIGURA
59B).

O objetivo principal do estudo foi avaliar os miRNAs que estavam
alterados na HA e também verificar o efeito do TF aerdbio, como uma importante
terapia ndo farmacoldgica, na tentativa de reverter o padréo de expressdo da
doenca, aproximando-se dos niveis do controle WKY. Dessa forma, foi possivel
observar que o TF induziu o padrdo de expresséo esperado (inverso ao da HA) de
19 miRNAs que estavam reduzidos no grupo SHR e o TF conseguiu aumentar sua
expressao no grupo SHR-T (miRNAs-466¢-3p, -466b-2-3p, -667-5p, -99b-3p, -758-
5p, -451-5p, -3574, -568, -466b-5p, -140-3p, -338-5p, -151-5p, -28-5p, -7a-1-3p, -28-
3p, -499-5p, -10b-3p, -191a-5p e -208b-3p) (FIGURA 60). Além disso, o TF também
induziu o padrdo de expressdo esperado de 13 miRNAs que estavam aumentados
na HA e o TF reduziu sua expressdo no grupo SHR-T (miRNAs-30c-1-3p, -224-5p, -
665, -182, -365-5p, -30c-2-3p, -17-5p, -96-5p, -328a-5p, -1-3p, -205, -146b-5p e -
183-5p) (FIGURA 60).
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FIGURA 59 - Perfil de miRNAs diferencialmente expressos no grupo SHR
comparado ao grupo WKY e efeito do TF avaliados por microarray no
s6leo. MiRNAs com padrdo de expressao reduzido no grupo SHR e
sem alteracdo com TF (A) e com reducdo acentuada com TF (B).
MiRNAs com padrédo de expressdo aumentado no grupo SHR e sem
alteracdo com TF (A) e com aumento acentuado com TF (B). Os
dados estéo representados na forma de média £ EPM. * p< 0,05 vs.
WKY, # p< 0,05 vs. SHR.

Embora o TF aerdbio tenha induzido o padrdo de expressao esperado
para 32 miRNAs que estavam alterados na HA, apenas 15 miRNAs foram
normalizados ou prevenidos estatisticamente pelo TF, sendo estes 7 reduzidos
(miRNAs-99b-3p, 466¢c-3p, -140-3p, -191a-5p, -499-5p, -208b-3p e -667-5p,)
(FIGURA 61A) e 8 aumentados (miRNAs-96-5p, -30c-1-3p, -205, -328a-5p, -665, -
182, -30c-2-3p e -1-3p e) (FIGURA 61B) pela HA, respectivamente. Assim, 0sS
mMiRNAs que tiveram este perfil foram selecionados para serem confirmados por real-
time PCR.
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FIGURA 60 — Perfil de miRNAs diferencialmente expressos no grupo SHR
comparado ao grupo WKY e efeito do TF avaliados por microarray no
s6leo. MiRNAs com padrdo de expressao reduzido no grupo SHR e
aumentados pelo TF e aumentado no grupo SHR e reduzido pelo TF.
Resultado expresso como porcentagem da média do controle. * p<
0,05 vs. WKY, # p< 0,05 vs. SHR.
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FIGURA 61 — Perfil de miRNAs diferencialmente expressos no grupo SHR

comparado ao grupo WKY e efeito do TF avaliados por microarray no
s6leo. MiRNAs com padrédo de expresséo reduzido no grupo SHR e
prevenido com TF (A) e aumentado no grupo SHR e prevenido com
TF (B). Os dados estao representados na forma de porcentagem da
média £ EPM. * p< 0,05 vs. WKY e SHR-T, # p< 0,05 vs. WKY.
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Foi observado que destes miRNAs selecionados para confirmacdo, o
efeito isolado do TF no grupo WKY-T comparado ao WKY mostrou que dos 7
mMiRNAs aumentados pelo TF na HA, 4 deles néo tiveram alteracéo induzida pelo TF
(miRNAs-140-3p, -499-5p, -191a-5p e -208b-3p) e 3 deles tiveram o padrdo de
expressao inverso ao encontrado no animal SHR-T, com nivel de reducéo similar ao
do SHR (miIRNAs-466c¢-3p, -667-5p e -99b-3p) (FIGURA 62A). Curiosamente, dos 8
mMiRNAs reduzidos pelo TF na HA, 4 miRNAs também foram estatisticamente
reduzidos pelo TF no grupo WKY-T comparado ao WKY, mostrando o mesmo efeito
do TF independente da mudanca de expressdo prévia do miRNA e do modelo
animal (mMiRNAs-182, -96-5p, -328a-5p e -205). Os outros 4 miRNAs nao tiveram
alteracdo no grupo WKY-T comparado ao grupo WKY (miRNAs-30c-1-3p, -665, -
30c-2-3p e -1-3p) (FIGURA 62B).
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FIGURA 62 — Perfil de miRNAs diferencialmente expressos no grupo WKY-T

comparado ao grupo WKY avaliados por microarray no musculo séleo
(A e B). Os dados estao representados como porcentagem da média
do controle £ EPM. * p< 0,05 vs. WKY.
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7.14 Confirmacgao de miRNA por real-time PCR no soéleo

ApoOs a analise do perfil de miRNAs por microarray no muasculo soéleo, 15
mMiRNAs foram selecionados do microarray para confirmagéo por real-time PCR. Dos
15 miRNAs analisados, 3 deles ndo apresentaram diferenca estatistica entre o0s
grupos (miRNA-30c-1-3p, -191a e -667-5p). Foi verificado apenas uma reducéo na
expressdo do miRNA-30c-1-3p no grupo SHR-T comparado ao grupo SHR (FIGURA
63A). Por outro lado, foi confirmado o perfil de redugédo na HA e normalizacdo como
efeito de TF aerdbio para 3 miRNAs (miRNA-99b*, -208b-3p e -499) (FIGURA 63B).
Além disso, foi confirmado o perfil de aumento na expressao de 7 miRNAs na HA e
normalizac&o ou prevencdo em parte desse aumento como efeito do TF (miRNAs-1-
3p, -30c-2-3p, -96-5p, -140-5p, -182, -205, -328a-5p e -665) (FIGURA 63C). O
MiRNA-30c-2-3p teve sua expressdo aumentada no grupo SHR conforme verificado
no perfil de microarray, porém sua expressao ndo foi alterada com efeito no TF no
grupo SHR-T (FIGURA 63C). Curiosamente, o miRNA-140-3p teve sua expressao
inversa ao encontrado no microarray. No real-time PCR foi observado o aumento da
sua expressdo no grupo SHR e a normalizacdo como efeito de TF no grupo SHR-T.
Dessa forma, tivemos 11 miRNAs que tiveram seu padrdo de expressao alterado na
HA e foram normalizados ou prevenidos em parte pelo TF sendo confirmados por
real-time PCR. Utilizamos 10 desses miRNAs confirmados para o estudo de alvos in
silico. O miRNA-328a nao foi utilizado no estudo in silico por apresentar a menor

expressao muscular entre os 11 miRNAs confirmados.
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FIGURA 63 — Perfil de miRNAs diferencialmente expressos no grupo SHR

comparado ao grupo WKY e efeito do TF avaliados por real-time PCR.

MiRNAs com padrédo de expressao inalterado (A), com padréao

reduzido no grupo SHR e prevenido com TF (A) e aumentado no

grupo SHR e prevenido com TF (B). Os dados estao representados na

forma de porcentagem da média + EPM (n

8-9). * p< 0,05 vs. WKY,

WKY-T e SHR-T, # p< 0,05 vs. WKY, $ p< 0,05 vs. WKY e WKY-T e &

p< 0,05 vs. SHR.
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7.15 Estudo de predicao de alvos in silico

O estudo de predicao de alvos a partir do perfil de expressdo de miRNAs
proporciona 0 entendimento dos possiveis mecanismos de envolvimento dos
MRNASs regulados pelos miRNAs e as vias de sinalizacdo. Diversos algoritmos vém
sendo desenvolvidos possibilitando estudos in silico de interagcdo de miRNAs com
genes alvos. Assim, as analises de anotacao funcional GO (Gene Ontology) e das
vias KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) envolvidas nessa
interacdo foram realizadas utilizando a ferramenta DAVID (HUANG et al.,, 2009),
uma vez que integra 0s genes alvo para avaliar a interacdo dos mMiRNAs
selecionados pelo microarray em vias com importante efeito bioldgico.

Inicialmente, foi possivel verificar o nimero de genes alvos preditos e
validados para cada miRNA selecionado (TABELA 9).

TABELA 9 — Numero de miRNAs validados e preditos dos miRNAs diferencialmente
expressos pela HA e corrigidos pelo TF aerdbio.

miRNAs Alvos validados (n) Alvos preditos (n)
mMiRNA-1-3p 79 790
mMiRNA-205 39 416

mMiRNA-146b-5p 34 224
mMiRNA-96 34 1.049
mMiRNA-182 22 1.121
mMiRNA-99b 19 71
MiRNA-499 11 224

mMiRNA-140-3p 9 389

miRNA-208b-3p 6 182

mMiRNA-665 0 371
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Além disso, verificamos quais mMRNAs sao regulados por pelo menos 3

ou mais miRNAs simultaneamente (TABELA 10).

TABELA 10 — mRNAs co-desregulados por 3 ou mais miRNAs diferencialmente
expressos pela HA e corrigidos pelo TF aerdbio.

InteracBes de miRNAs

MRNAs validados (n) Lista de miRNAs
p53 7 miRNAs-1, -96 -140, -146b-5p,-182, -205 e -499
Kras 6 mMiRNAs-1, -96 -140, -146b-5p,-182 e -205
Aktl 3 miRNAs-1, -96 e -205
Bim 3 mMiRNAs-1, -96 e -182
Camp 3 mMiRNAs-1, -182 e -499
Cdknla 3 MiRNAs-146b-5p,-182 e -208b-3p
Crebl 3 mMiRNAs-1, -96 e -182
Egfr 3 mMiRNAs-146b-5p,-182 e -205
Frapl/ mTOR 3 miRNAs-1, -96 e -182
Npepps 3 MiRNAs-96, -99b* e -205
Met 3 MiRNAs-1, -146b-5p e -205
Pten 3 miRNAs-1, -182 e -205
Scpepl 3 mMiRNAs-1, -96 e -499
Zebl 3 miRNAs-1, -182 e -205

Vale ressaltar que o perfil de miRNAs identificado na HA e prevenidos
pelo TF pode afetar milhares de genes alvo presentes em centenas de vias de
sinalizacao preditas a partir do grupo de genes alvo validados. Isto se deve pelo fato
de cada miRNA poder alvejar diversos genes alvo. Dessa forma, com a descoberta
diaria de novos genes alvo validados e preditos, a analise a partir da utilizacdo de

genes alvos preditos extrapolaria enormemente o nimero de vias envolvidas.
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Entre as vias de sinalizagdo apontadas pelo DAVID com importante efeito
biolégico, 26 vias foram agrupadas em 4 grandes grupos de processos biolégicos
designados de morte celular, desenvolvimento vascular, regulacdo metabdlica e
regulacdo do crescimento celular a partir dos alvos validados dos miRNAs-1-3p,
-99b*, -205, -146b-5p, -96, -182, -499a, -140-3p e -208b-3p (TABELA 11).

No grupo de desenvolvimento vascular, observamos um conjunto de
genes relacionados ao processo angiogénico a partir dos miRNAs selecionados, tais
como: BMP4, NRP1, SMAD7, TGFBR2, TNNI3, PTEN, CXCL12, AKT1, FAK, HIF1A,
HAND1, CD44, HAND2, HMOX1, MAPK14, AGT, NOS3, COL1A1, NOS2, FGF2,
NKX2-5, PLAU e ACVR1. Na via de sinalizagdo mediada por VEGF, podemos
observar os alvos validados marcados em vermelho a partir dos mMiRNAs
selecionados (FIGURA 64).
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FIGURA 64 — Via de regulacdo angiogénica. Alvos validados dos miRNAs
selecionados estdo marcados em vermelho na via de sinalizagao
angiogénica mediada por VEGF gerada pelo KEGG. O programa
também nos mostra as vias de sinalizacdo envolvidas pelo conjunto
dos miRNAs como a da PI3K/ Akt, MAPK, de sinalizacdo de célcio,
adeséao focal e metabolismo do acido araquidénio.
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No grupo de sinalizacdo de morte celular, observamos um conjunto de
genes relacionados ao processo pré-apoptotico e anti-apoptotico, relevantes para a
homeostase do sistema vascular e muscular, a partir dos miRNAs selecionados, tais
como: PTGS2, MMP9, FASLG, PMAIP1, PTEN, ADORA1, IL10, AKT1, CASPS3,
CASP9, CD44, TIAl, HMOX1, NOS3, FAS, NQO1, FGF2, TWIST2, DHCR24,
EGFR, NOL3, SOCS2, MADD, RELA, TP53, MAPK1, F2, KCNH8, ACVR1, TNF,
BCL2L2, NR3C1, IGF1R, KRAS, BCL2, AGT, NKX2-5, APC, BMP4, IL6, CREB1,
SMAD3, NR4A1, HGF, ADIPOQ, TNFSF10, CDKN1A, CDKN1B, ETS1, NEURODL1.
Na via de sinalizacdo de morte celular, podemos observar os alvos validados

marcados em vermelho a partir dos miRNAs selecionados (FIGURA 65).
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FIGURA 65 — Via de regulacdo de morte celular. Alvos validados dos miRNAs
selecionados estdao marcados em vermelho na via de sinalizacao de
morte celular gerada pelo KEGG. O programa também nos mostra as
vias de sinalizacao envolvidas pelo conjunto dos miRNAs como a de
fatores de sobrevivéncia, via PI3K/ Akt, vias de sinalizacdo extrinseca
e intrinseca de morte, ciclo celular, morte celular induzida por calcio,
sinalizacao de p53 e via de sinalizacdo de NF-kB.
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No grupo de regulagao do crescimento celular, observamos um conjunto
de genes relacionados ao processo de controle da massa muscular e crescimento
vascular a partir dos miRNAs selecionados, tais como: FGFR1, NRP1, PDGFB,
CREB1,FAK, TP53, SMAD3, RDX, CXCL12, AKT1, CDKN1A, CDKN1B, BCL2, AGT,
HBEGF, MTOR, FGF2 e DCLKL1. Na via de sinalizacdo mediada por IGF-I, podemos
observar os alvos validados marcados em vermelho a partir dos mMiRNAs
selecionados (FIGURA 66).
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programa também nos mostra as vias de sinalizagédo envolvidas pelo
conjunto dos miRNAs como a via da insulina, MAPK e VEGF.

Uma vez apontadas as vias de angiogénese, apoptose, metabolismo e
crescimento celular entre as mais importantes nos processos biolégicos envolvidos
com HA; observamos a importancia conjunta dos miRNAs selecionados e genes alvo
nas alteracdes induzidas pela HA, reconhecida por promover danos vasculares e

musculares, e o papel terapéutico do TF aerébio em poder preveni-las.
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7.16 Array angiogénico- soleo

Para andlise do perfil de expressdo de genes envolvidos no processo
angiogénico no musculo séleo, quatro amostras de cada grupo foram submetidas a
andlise de expressdo génica por real-time PCR. Foram analisados 84 genes
angiogénicos (TABELA 4).

Dos 84 genes analisados, 50 genes foram diferencialmente expressos no
musculo s6leo de SHR comparado ao grupo WKY. Desses 50 genes, 43 deles foram
reduzidos e 7 foram aumentados pela HA.

A partir desta analise, foi observado diferentes efeitos do TF aerdbio
sobre a expressédo desses genes na HA, representado pelo grupo SHR-T. Dos 43
genes envolvidos no processo angiogénico com expressao reduzida no grupo SHR,
8 deles ndo apresentaram diferenca significativa quando submetido ao protocolo de
TF aerobio no grupo SHR-T (TABELA 12). Curiosamente, 35 genes foram
normalizados quando submetido ao TF no grupo SHR-T comparado ao grupo SHR
(FIGURA 67).
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TABELA 12 — Expressao relativa de genes angiogénicos reduzidos no grupo SHR
comparado ao grupo WKY e ndo modificados pelo TF no musculo
sbleo. Resultados expressos como média £+ EPM (n=4). * p < 0,05 vs.
WKY.

Parametros WKY SHR SHR-T
Fgfr3 1+0,2 0,7+0,0* 0,7+0,0*
Hgf 1+0,0 0,6+0,1* 0,7+0,1*
Ifng 1+0,2 0,6+0,1* 0,6+0,1*
Mmpl4 1+0,1 0,7+0,1* 0,8+0,1*
Splprl 1+0,2 0,7+0,1* 0,7+0,1*
Serpinfl 1+0,2 0,4+0,1* 0,5+0,1*
Thbs1 1+0,0 0,7+0,1* 0,8+0,1*

Timpl 1+0,1 0,7+0,2* 0,7+0,1*
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Nos genes com expressado aumentada na HA, 4 deles ndo sofreram efeito
do TF no grupo SHR-T, permanecendo com o mesmo perfil de expressao da doenca
(TABELA 13). Por outro lado, 3 genes foram normalizados pelo TF no grupo SHR-T
comparado ao SHR (FIGURA 68).

N&o foi observado alteracdo na expressédo de 34 genes analisados pela
HA comparado ao grupo WKY (Aktl, Anpep, BAI1, Cdh5, Col18al, Cxcl9, Ednl,
Epasl, Fgf2, Fgf6, Ifnal, Ifnbl, IL6, Itga5, Jagl, Lectl, Mmp2, Mmp9, Nos3, Nrp2,
Pdgfa, Pgf, Plal, Plg, Ptgsl, Serpinb5, Serpinel, Tgfbl, Tgfb2, Tgfb3, Tiel, Timp2,
Tnf e Tymp).

TABELA 13 — Expresséo relativa de genes aumentados no grupo SHR e néo
modificados pelo TF no musculo so6leo. Resultados expressos como
meédia + EPM (n=4). * p < 0,05 vs. WKY.

Parametros WKY SHR SHR-T
F3 1+0,2 1,47+0,2* 1,63+0,0*
ltgav 10,1 1,48+0,2* 1,78+0,3*
Mdk 1+0,0 1,24+0,1* 2,48+0,5*

Nrpl 1+0,0 1,49+0,2* 2,23+0,5*
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FIGURA 68 — Expresséo de genes aumentados no grupo SHR comparado ao grupo
WKY e normalizados pelo TF no muasculo soéleo. Os dados estdo
representados como média £ EPM (n=4). * p< 0,05 vs. WKY e SHR-T.

7.17 Expresséo protéica

7.17.1 Sintese protéica muscular mediado pela via IGF-I/ Akt/ mTOR na
hipertensao arterial: papel do treinamento fisico

A FIGURA 69 mostra os niveis protéicos avaliados por western blot da via
de IGF-I/ Akt/ mTOR no musculo séleo. Comparado ao grupo WKY sedentério, a HA
reduziu os niveis proteicos de IGF-I, PI3Kp110a, P-AKtseraza/ Akt, p-GSK-3sero/ GSK-3,
P-MTORSser2448/ MTOR, p-p70S6Kthage/ P70S6Kk € p-elF4Eseros/ €iF4E no grupo SHR
(FIGURA 69A-F, respectivamente), indicando que estas proteinas da via IGF-I/ Akt/
MTOR podem atuar sinergicamente para um prejuizo da sintese protéica muscular
induzida pela HA. Por outro lado, o TF conseguiu restaurar os niveis dessas
proteinas no grupo SHR-T, com excecao para a proteina p-GSK-3sere/ GSK-3B que
manteve o padrdo da doenca no grupo SHR-T. Além disso, ndo foi observado
alteracdo na expresséao das proteinas IGF-IR, PTEN e p-4E-BP1ltns746/ 4E-BP1 nos
diferentes grupos (FIGURA 69B, D e I, respectivamente).

Das proteinas estudadas, a p-GSK-3sero/ GSK-3B foi a Unica proteina
aumentada no grupo WKY-T comparado aos outros grupos, sugerindo seu papel

anti-apoptoético mediado pelo TF aerdbio na manutencdo da massa muscular.
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por grupo). * p< 0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T, # p< 0,05 vs. WKY e
WKY-T, T p< 0,05 vs. WKY, SHR e SHR-T.

7.17.2 Degradacdo protéica muscular na hipertensdo arterial: papel do
treinamento fisico

A FIGURA 70 mostra os niveis protéicos avaliados por western blot dos
mediadores de degradacgdo protéica no musculo séleo. Comparado ao grupo WKY
sedentario, a HA ndo modificou os niveis protéicos de p-FOxOlsese/ FOXO1
(FIGURA 70A) e FoxO3a (FIGURA 70B). FoxO é responsavel pela ativacdo de
genes do sistema proteolitico ubiquitina proteassoma, especialmente as E3 ligases
MuRF-1 e MAFbx/ Atrogin-1. Além disso, a proteina p38 também participa na
ativacdo de MAFbx/ Atrogin-1. N&o foi encontrado alteracdo na expressdo dessas
proteinas nos diferentes grupos (FIGURA 70C-E), indicando que esta via ndo é
ativada em modelo experimetal de HA. O TF aerdbio também ndo modificou a
expressao dessas proteinas estudadas.

N&o foi observado alteracdo na expressao da proteina FSTL-1, um gene
responsavel pela repressdo da diferenciacdo muscular no processo miogénico
(FIGURA 70F).
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7.17.3 Proteinas envolvidas no processo angiogénico na hipertensédo
arterial: papel do treinamento fisico

A FIGURA 71 mostra os niveis protéicos avaliados por western blot dos
reguladores da via angiogénica no musculo sdleo. Comparado ao grupo WKY
sedentario, a HA reduziu os niveis protéicos de VEGF-A, VEGFR2 e eNOS no grupo
SHR (FIGURA 71A, D e E, respectivamente). Por outro lado, o TF conseguiu
restaurar os niveis dessas proteinas no grupo SHR-T, indicando que estas proteinas
da via VEGF/ VEGFR2/ eNOS podem atuar sinergicamente para um apropriado
crescimento vascular (FIGURA 71A, D e E, respectivamente). Além disso, o TF
aerébio aumentou a expressdo de eNOS no grupo WKY-T comparado ao grupo
WKY (FIGURA 71E) .

N&o foi observado alteracdo na expressdo das proteinas VEGF-B,
VEGFR1, p-Erkrnr2o2ryro04/ Erk € Angpt-2 nos diferentes grupos estudados (FIGURA
71B, C, F e G, respectivamente).

Outros mediadores da via angiogénica foram avaliados. Foi observado
uma reducdo na expressao de TGFa no grupo SHR comparado ao WKY (FIGURA
71H). Sabe-se que TGFa promove angiogénse via PI3K/ Akt/ eNOS, compartilhando
da mesma via de sinalizacdo mediada por VEGF/ VEGFR2. Similarmente, a FAK
(proteina quinase de adesdo focal) apresenta um importante papel na migracao e
proliferacéo de células endoteliais contribuindo para a angiogénese. A HA levou uma
reducdo na p-FAKryse7/ FAK no grupo SHR (FIGURA 71I). Curiosamente, o TF
normalizou os valores dessas proteinas no grupo SHR-T.

Os niveis protéicos da proteina anti-apoptoticas Bcl-2 foi similares entre
os grupos WKY e WKY-T. Em contraste, o grupo SHR apresentou uma pronunciada
reducdo nos niveis protéicos de Bcl-2 comparado ao grupo WKY (FIGURA 71J).
Este resultado foi similar ao encontrado nos animais de 3 meses de idade com HA
no inicio do protocolo, sugerindo uma ativacao apoptotica muscular independente do
estagio de HA. Interessantemente, o TF restaurou 0s niveis protéicos da proteina

Bcl-2 no grupo SHR-T contribundo para a sobrevivéncia da rede microvascular.
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7.17.4 Reguladores do metabolismo e perfil de fibras muscular na
hipertenséo arterial: papel do treinamento fisico

Comparado ao grupo WKY sedentario, a HA aumentou 0s niveis protéicos
de PURB (FIGURA 72A) e SP3 (FIGURA 72C) no grupo SHR, indicando que estas
proteinas podem inibir a expressao de -MHC no musculo esquelético implicado na
mudanc¢a do perfil de fibras musculares. Por outro lado, TF conseguiu corrigir 0s
niveis dessas proteinas no grupo SHR-T trazendo para valores préximos ao
controle. Nao foi observado alteracdo na expressao da proteina SOX6 nos diferentes
grupos estudados (FIGURA 72B).

A proteina PPARa nao foi modificada entre os grupos (FIGURA 72D). Por
outro lado, a expressdo de PPARP/d foi reduzida no grupo SHR comparado ao
WKY. O TF conseguiu corrigir estes valores no grupo SHR-T, contribuindo para a
manutencao do fendtipo oxidativo muscular (FIGURA 72E).

N&o foi observado alteracdo na expresséo de p-AMPKrni72/ AMPK entre
0s grupos SHR e WKY. O TF aumentou a expressédo de p-AMPKyu172/ AMPK no
grupo WKY-T comparado ao WKT (FIGURA 72F).



140 4
120 4

PURB
(% do controle)

SP3
% do controle)
D
o O

(
5

20 4

PPARB/S
(% do controle)
3

T

P-AMPK 11,17,/ AMPK
(% do controle)

iy

N B o] ® o

o o o o o
|

120 +

*

WKY WKY-T SHR SHR-T

7

.

.

SHR SHR-T

WKY WKY-T SHR SHR-T

140 ~

=
o
o

SOX6
(% do controle)

D
140
120
T 100
o2
X £ 80 -
£ S 60
ag 601
& 40 |
20 1
0
WKY
G
PURB
SOX6
SP3
PPARa
PPARB/S

pP-AMPK 17,

AMPK
GAPDH

WKY-T SHR SHR-T

|WKY |WKY-T| SHR |SHR-T|

33 kDa
93 kDa
82 kDa
55 kDa
52 kDa

65 kDa
65 kDa

36 kDa

161

FIGURA 72 — Expresséo de proteinas envolvidas no perfil de fibras e metabolismo
muscular (séleo) de animais WKY, WKY-T, SHR e SHR-T.

PURB (A), SOX6 (B), SP3 (C),

PPARa (D), PPARB/S (E), p-

AMPK+h172/ AMPK (F) e os seus respectivos blots representativos (G).
Os dados estao representados na forma de porcentagem da média +
EPM (n=7 por grupo). * p< 0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T, 1 p< 0,05

vs. WKY, SHR e SHR-T.
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QUADRO 2- Resumo das alteragcdes morfofuncionais e hemodinamicas na 22 etapa

do estudo

Respostas Morfofuncionais e Hemodinamicas

Pressao Arterial
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QUADRO 3- Resumo das alterac6es musculares e vasculares na 22 etapa do estudo

Respostas Morfofuncionais Musculares e Vasculares induzidas pela HA e TF

Variaveis WKY-T SHR-T

T
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QUADRO 4- Resumo das expressoes de miRNAs e mRNAs na 22 etapa do estudo

miRNAs e mMRNAs Musculares e Vasculares induzidas pela HA e TF

Variaveis WKY-T SHR SHR-T
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Expressado génica Kdr

Expresséo génica Lep

Expresséo génica Mapk14

Expresséo génica Mmp 3 e 19

Expressao génica Pecaml

Expresséo génica Ptk2/ Fak

Expresséo génica Tek

Expressédo génica Tgfa

Expressao génica Timp3

Expressao génica Vegfae b
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Expresséo génica Tgfbrl -

e= niomuda, § reduz e 4 aumenta vs. WKY

¢&> nao muda, ﬂ' reduz e ﬁaumenta vs. SHR



QUADRO 5- Resumo das expressfes protéicas descritas na 22 etapa do estudo

Expresséo de Proteinas Musculares e Vasculares induzidas pela HA e TF

Variaveis WKY-T SHR-T
IGF-1 - {}
IGF-IR - =

PI3K 110 and ﬁ
PTEN - =
P-Aktseraral Akt L and ‘ﬁ‘
P-GSK 3500/ GSK-3B § &

p-mTORSer2448/mTOR

- {}

p'p7OS6kThr389/ p7086k

- {}

p-4E-BP11h3746/ 4E-BP1

- =
p-elF4Eseo0/ €iFAE - ﬁ
p-FOXOlserase/ FOXO1 -
FoxO3a -
p38 -
MAFbx/Atrogin-1 -
MuRF-1 -
FSTL-1 -
VEGF-A - ﬁ
VEGF-B -
VEGFR1 -
VEGFR2 - ﬁ
eNOS - ﬁ
P-ErKrhrzoz/myr20a! Erk -
Angpt-2 -
TGFa

p-FAKyae7/ FAK

Bcl-2 - }

PURB -

SOX6 -
SP3
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PPARa - - - &
PPARB/S - 1 | - ﬁ
P-AMPKh172/ AMPK t =) -

&= nzomuda, § reduz e 1 aumenta vs. WKY

¢&<=> nao muda, ﬂv reduz e ﬁaumenta vs. SHR
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8 DISCUSSAO

A HA é uma das doencas crbnicas mais prevalentes predispondo os
individuos a insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral e doenca renal,
considerada uma importante causa de morbidade e mortalidade. Sua etiologia
permanece enigmatica apesar dos intensos esforgos cientificos nas ultimas décadas
(CHOBANIAN et al., 2003; COFFMAN, 2011).

A disfuncdo do tdnus vasomotor e as alteragcbes na estrutura
microvascular, compromentendo a homeostase do sistema, sdo processos primarios
na patogénese da HA (GREENE et al., 1989; ANTONIOS et al., 1999; LEVY et al.,
2001; FEIHL et al., 2006, COFFMAN, 2011; ROQUE et al., 2013). A manutencao dos
niveis normais da PA é condicdo necessaria para adequada perfusdo sanguinea
tecidual. De fato, o aumento crénico da resisténcia vascular periférica leva a
comprometimento do fluxo sanguineo e, consequentemente, a disfuncédo de érgaos-
chave para o funcionamento normal do organismo. O comprometimento de 6rgaos-
alvo como cérebro, coragdo, rins e musculo esquelético esta intimamente associado
as complicacdes da HA (COFFMAN, 2011).

O TF aerbébio € considerado uma das abordagens terapéuticas mais
significativas em contrapor os efeitos da HA tanto nos vasos sanguineos, prevenindo
e reduzindo os niveis tensionais elevados, quanto nos érgdos-alvo afetados por ela,
como o coracdo e 0 musculo esquelético, principalmente no que concerne o
remodelamento e a funcéo tecidual (BORTOLOTTO et al.,, 1999; AMARAL et al.,
2000, 2001; MELO et al., 2003; FAGARD, 2005; NAGATOMO et al.,, 2009;
ROSSONI et al., 2011; ROQUE et al, 2013, DAMATTO et al., 2013; CAMPOS et al.,
2015). Embora grandes avancgos tenham sido feitos no entendimento dos danos
causados pela HA nos diferentes tecidos, os mecanimos envolvidos sdo pouco
conhecidos.

Os miRNAs estdo envolvidos em praticamente todos 0S processos
biolégicos, incluindo a proliferacdo, apoptose e diferenciacdo celular. Assim,
alteracdo na expressdao dos mMiRNAs muitas vezes resulta em funcédo celular
prejudicada e desenvolvimento de doencas; portanto, o conhecimento a partir dos
mMiRNAs tém potencial relevancia terapéutica. Embora haja crescente interesse a
respeito do papel dos miRNAs na HA, ainda muito pouco se sabe sobre a influéncia
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deles no remodelamento microvascular e muscular, e atualmente, ndo ha estudos
sobre o perfil de expressdo de miRNAs no musculo esquelético tanto de pacientes e
animais hipertensos quanto induzidos pelo TF.

No presente estudo, foi utilizado o modelo de SHR com 3 e 6 meses de
idade no inicio do protocolo e seus respectivos controles WKY para estudar a
influéncia da HA essencial e de sua progresséo sobre as alteracbes microvascular e
muscular esquelética via regulacdo de miRNAs e seus genes alvo. Além disso,
fomos os primeiros na literatura a availar o perfil de expressdo de miRNAs na
musculatura esquelética de animais hipertensos, além de verificar o papel
terapéutico do TF aerdbio na tentativa de corrigir ou prevenir parcialmente as
alteracbes na expressao desses miRNAs na HA, promovendo uma melhora no
conjunto de altera¢cdes estruturais e funcionais microvascular e muscular esquelético
favorecendo a regressao da HA e dos danos causados por ela.

Os resultados da 12 etapa do estudo mostram que o TF aerébio sobre a
HA recém-estabelecida de animais SHR com 3 meses de idade no inicio do
protocolo: 1) aumentou os marcadores de TF aerobio, 2) reduziu a PA, 3) corrigiu a
rarefacdo capilar e as mudancas na distribuicdo dos tipos de fibra muscular, 4)
normalizou a expressdao dos miRNAs-16, -21, -126 e -208b envolvidos na
angiogénese, regulagdo do metabolismo e perfil de fibras, 5) normalizou os fatores
angiogénicos e desativou as vias apoptoticas periféricas.

Os resultados da 22 etapa do estudo mostram que o TF aerdbio sobre a
HA cronica de animais SHR com 6 meses de idade no inicio do protocolo: 1)
aumentou os marcadores de TF aerodbio, 2) reduziu a PA, 3) corrigiu a intolerancia
ao esforco fisico, 4) atenuou a hipertrofia cardiaca patolégica e a disfuncao
cardiaca, 5) corrigiu as mudancas na distribuicdo dos tipos de fibra e a atrofia
muscular, 6) atenuou a disfungcdo muscular no EDL e no sdleo, 7) preveniu o
remodelamento estrutural na artéria femoral e na arteriola muscular, 8) normalizou a
rarefacdo capilar, 9) preveniu parcialmente o perfil de expressdo de miRNA no séleo,
10) normalizou uma parte dos genes e proteinas angiogénicas, 11) corrigiu a
expressao de proteinas envolvidas na sintese protéica e sinalizacédo apoptotica e 12)
normalizou a expresséo de proteinas de regulacdo de metabolismo e perfil de fibras

muscular.
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8.1 Marcadores de treinamento aerébio e respostas hemodinamicas

A capacidade de trabalho aerébio representada pela maior tolerancia a
realizacdo de esforco fisico e consumo de oxigénio, concomitante com o aumento da
atividade oxidativa muscular esquelética e a presenca de bradicardia de repouso séo
adaptacdes muscular esquelética e cardiaca induzidas pelo TF aerobio;
reconhecidas como os principais marcadores fisiolégicos de TF aerébio (WIBOM et
al., 1992; MEDEIROS et al., 2004; EVANGELISTA & KRIEGER, 2006; BACURAU et
al., 2009; FERNANDES et al., 2011, Da SILVA et al., 2012; ROQUE et al., 2013;
SOUZA, et al., 2014).

Inicialmente, foi demonstrado que o TF aerdbio de natacdo de baixa
intensidade e longa duracdo foi efetivo em aumentar a capacidade fisica,
aumentando a distancia maxima percorrida apds protocolo de TF quando comparado
ao grupo sedentario. Assim, corroborando com 0s nossos resultados, estudos vém
demonstrando uma relagéo direta entre o TF e uma melhora na capacidade de
tolerancia ao esforco por meio da mensuracdo da distancia percorrida como
parametro de avaliacdo da capacidade aerébia em animais de experimentacao,
incluso para o0 modelo de HA investigado, o SHR (SILVA et al., 1997; KOCH &
BRITTON, 2001; MELO, et al., 2003; EVANGELISTA & KRIEGER, 2006, ROSSONI
et al., 2011, FERNANDES et al., 2012; ROQUE et al., 2013, CAMPOS et al., 2015).

A poténcia aerdbia pode ser avaliada pela analise do VO, maximo que
representa a capacidade maxima do organismo de extrair oxigénio (DENADAI et al.,
2004). Os resultados de VO, pico atingido no teste realizado no inicio do protocolo
experimental foram similares entre os grupos. Entretanto, ao final do protocolo
experimental, os resultados demonstram que os ratos do grupo submetido ao TF de
natacdo (WKY-T e SHR-T), em um periodo de 10 semanas, foram capazes de atingir
valores maiores de VO, pico que os animais que foram mantidos sedentarios (WKY
e SHR). Além disso, pode-se observar que os animais mantidos sedentarios até os 6
meses de idade apresentaram uma reduc¢édo do VO, pico quando comparados aos
seus valores pré protocolo experimental. Isto pode ser explicado pelo fato do VO,
maximo/ pico reduzir com o avancar da idade, além de ser influenciado pelo
sedentarismo (PATERSON & CUNNINGHAM, 1992; HEPPLE et al., 2003; MELO et
al., 2003; AZEVEDO et al., 2007).
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Curiosamente, os animais SHR que permaneceram sedentarios até os 9
meses de idade tiveram os valores de VO, pico reduzidos comparado ao WKY
sedentario, indicando um menor rendimento fisico em animais com HA cronica. Em
contraste, o TF aerobio preveniu esta reducdo do VO, pico no grupo SHR-T,
permanecendo com os valores similares ao WKY. Estes resultados estdo de acordo
com o0s observados em animais e pacientes com insuficiéncia cardiaca (CUNHA et
al., 2012; GOMES-SANTOS, et al., 2014; FLEG et al., 2015; HAYKOWSKY et al.,
2015). Estudos que utilizaram animais com insuficiéncia cardiaca de etiologia
hipertensiva (SHR idosos com 16 semanas de idade) ndo avaliaram o VO, em seus
estudos; entretanto, os autores relataram uma melhora na tolerancia ao esforgo
fisico avaliado pela distancia percorrida em SHR comparado ao controle WKY,
sendo este efeito exacerbado pelo TF aerdbio de baixa intensidade e longa duracéo
(ROSSONI et al., 2011; PAGAN et al., 2015).

As adaptac0es fisiol6gicas resultantes do TF aerdbio proporcionam uma
maior habilidade do sistema cardiorespiratério em ofertar oxigénio e sustratos
energéticos para o tecido muscular. No musculo esquelético, a melhora do
rendimento esta associada & alta densidade mitocondrial, a capacidade oxidativa e a
angiogénese (HOLLOSZY & COYLE, 1984; AMARAL et al., 2000, 2001). A enzima
citrato sintase é uma das mais importantes na geracdo de energia via metabolismo
aerdbio. Neste estudo a atividade da enzima citrato sintase no musculo séleo foi
aumentada nos grupos WKY-T e SHR-T tanto de 6 meses quanto de 9 meses de
idade ao final do protocolo de TF em relagdo ao respectivos controles,
demonstrando a efetividade do TF utilizado. Estudos tem mostrado resultado
semelhante ao encontrado no presente estudo (ROQUE et al., 2013; SCHULTZ et
al., 2013). Por outro lado, estudos prévios demonstraram que a reducdo do
metabolismo oxidativo muscular associado a insuficiéncia cardiaca pode ser evitada
com o TF aerdbio regular, aliviando muitos dos sintomas induzidos pela insuficiéncia
cardiaca (BACURAU et al., 2009; SOUZA et al., 2014).

Além das adaptacdes periféricas ja descritas, o exercicio fisico aerébio
realizado regularmente promove importantes adaptacbes autondmicas e
hemodinamicas que vao influenciar o sistema cardiovascular (RONDON & BRUM,
2003). Dentre elas, o comportamento da freqiéncia cardiaca de repouso, também

denominada de bradicardia de repouso, consiste em um bom parametro funcional



173

para verificacdo de adaptacéo e eficacia do TF aerdbio. Esta adaptacdo é observada
tanto em animais de experimentacdo (NEGRAO et al., 1992; EVANGELISTA et al.,
2003; MEDEIROS et al., 2004; BACURAU et al.,, 2009, DA SILVA et al., 2012;
CUNHA et al., 2012; ROQUE et al., 2013; SOUZA et al.,, 2014; CAMPOS et al.,
2015) como no homem (KATONA et al., 1982; PUIG et al., 1993; LATERZA et al.,
2007; CUNHA et al., 2012).

Estudos prévios demonstram que a magnitude da bradicardia de repouso
€ dependente do tipo, intensidade e espécie submetida ao TF aerébio. Neste estudo
observamos que os grupos submetidos ao protocolo de TF, independente do estagio
de HA, apresentaram reducdo significante na FC de repouso apés o final do
protocolo experimental quando comparado a sua FC inicial, o que nao foi observado
nos outros grupos que foram mantidos sedentarios. Os mecanismos pelo qual esta
bradicardia ocorre parece ser fortemente influenciado pelo tipo de TF e também pela
DCV apresentada (BRUM et al., 2004). Em ratos normotensos, esta bradicardia de
repouso resultante do TF aerdbio em esteira esta associada a uma redugdo na
frequéncia cardiaca intrinseca (NEGRAO et al., 1992; EVANGELISTA et al., 2005),
entretanto, animais submetidos ao protocolo de natacdo parecem apresentar
bradicardia de repouso por um aumento do tonus vagal (MEDEIROS et al., 2004).
Além disso, em ratos hipertensos esta bradicardia esta associada a uma reducado do
tbnus simpatico cardiaco (GAVA et al., 1995).

Por outro lado, os efeitos sobre PA induzido pelo TF parece depender da
presenca da HA. De fato, estudos mostraram que a resposta de PA permanece
inalterada em humanos e animais normotensos submetidos ao TF aerdbio
(NEGRAO et al., 1993; SILVA et al., 1997; DESAI et al., 1997; AMARAL et al., 2000;
MELO et al., 2003; EVANGELISTA et al., 2003; LATERZA et al., 2007; ROSSONI et
al., 2011; FERNANDES et al., 2011; Da SILVA et al., 2012). No presente estudo,
consistente com o0s outros estudos acima mencionados, ndo houve diferengca
significante da PA entre os grupos normotensos treinado e sedentario, mostrando
que o TF com natacdo ndo modifica a PA em repouso. Além disso, este efeito ndo
parece ser inerente ao tipo de TF empregado quando comparado a modalidade em
esteira com a natacdo, nem espécie dependente. No entanto, pode ser condicionada
ao nivel inicial de PA, ja que populacdes hipertensas sdo beneficiadas com o TF
aerdbio no que concerne a reducao da mesma (BRUM et al., 2006).
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Estudos epidemiologicos vém demonstrando nas Ultimas décadas a
relagdo inversa existente entre o nivel de condicdo fisica e o desenvolvimento de
DCV (PAFFENBARGER et al., 1993; MYERS et al., 2002). Assim, a inatividade
fisica estd associada com maior risco de desenvolvimento de HA, sendo
considerado o exercicio fisico regular um componente chave na prevencao e
tratamento da HA, contribuindo, contudo, para melhoria de outros fatores de risco
cardiovascular.

Foram realizados na década de 60 os primeiros estudos que constataram
o potencial efeito preventivo do TF aerdbio no controle e tratamento da HA, surgindo
as primeiras evidéncias de redugdo na PA em individuos hipertensos que faziam
exercicio fisico regular (HAMER, 1967; HANSON & NEDDE, 1970; BOYER, 1970).

Como esperado, observamos que 0s grupos hipertensos apresentavam
niveis elevados de PA comparados aos grupos normotensos no inicio do protocolo
experimental. Entretanto, ao término de 10 semanas de TF comprovamos a eficacia
do treinamento de baixa intensidade e longa duracdo em reduzir a PAS, a PAD e a
PAM do grupo SHR-T comparado ao grupo SHR. Estes resultados estdo de acordo
com os encontrados na literatura, confirmando a eficacia do TF aerdbio em reduzir a
PA tanto de animais geniticamente hipertensos quanto de humanos hipertensos
(SILVA et al., 1997; VERAS-SILVA et al., 1997; AMARAL et al., 2000, 2001; MELO,
et al., 2003; FAGARD, 2005; LATERZA et al., 2007; ZAMO et al., 2010; ROSSONI et
al., 2011, ROQUE et al., 2013; CAMPOS et al., 2015). Além disso, o TF aerébio
consegue prevenir a HA se o TF for empregado antes desta ser estabelecida (ZAMO
et al., 2010). Vale ressaltar que a queda da PA foi muito maior em animais com HA
recém-estabelecida comparado a HA crénica. Com a progressdao da HA, muitas
alteracdes e mecanimos envolvidos no controle da PA ndo sdo mais passiveis de
regulacdo pelo TF; o que torna sua reducdo muito mais dificil devendo envolver
outros agentes. De acordo, uma meta-analise, com mais de mil estudos, observou
que os benéficos do TF dependem do qudo cedo se inicia a pratica regular do
exercicio, indicando que programas de atividade fisica superior a 3 meses
apresentam melhores resultados (HAYKOWSKY, 2011).
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8.2 Efeito do treinamento aerdbio sobre as alteragbes estruturais e
funcionais cardiacas associadas a hipertenséao

Os animais geneticamente hipertensos (SHR) tém sido amplamente
utilizados para estudar o remodelamento cardiaco e a hipertrofia ventricular
esquerda compensada a qual evolui progressivamente para a disfungcéo ventricular e
a insuficiéncia cardiaca (DIWAN & DORN, 2007; DRAZNER, 2011). Estes ratos
foram introduzidos por OKAMOTO & AOKI (1963) como um modelo genético de
hipertensdo muito semelhante a HA essencial em seres humanos. O diagndstico de
hipertrofia ventricular esquerda na HA € um indicativo de pobre progndstico. De fato,
a mortalidade por causa cardiovascular de pacientes hipertensos com hipertrofia
ventricular esquerda € cerca de 70% superior ao de pessoas sem hipertrofia
ventricular esquerda (CUSPIDI et al., 2012). A hipertrofia ventricular esquerda
induzida pela HA é causada pela sobrecarga de pressao conhecida como hipertrofia
concéntrica com um aumento desproporcional na espessura da parede (DIWAN &
DORN, 2007; GARCIARENA et al., 2009; DRAZNER, 2011). Depois de desenvolver
HA precoce e hipertrofia ventricular esquerda, SHR permanecem compensados por
um longo periodo até o aparecimento da disfuncdo ventricular (BING et al., 1995;
CAMPOS et al., 2015). Estudos mostram que a partir dos 16 meses de idade os
SHR comecam a apresentar caracteristicas clinicas de insuficiéncia cardiaca, tais
como congestdo pulmonar e hipertrofia ventricular direita (BING et al.,, 1995;
ROSSONI et al.,, 2011; DAMATTO et al.,, 2013; PAGAN et al.,, 2015). Sem
tratamento, os ratos evoluem para a morte dentro de duas a quatro semanas.

Como esperado, observamos que 0s grupos hipertensos apresentavam
hipertrofia ventricular esquerda comparado aos normotensos, sendo esta hipertrofia
de maior magnitude em animais com HA crbnica aos 9 meses de idade comparada
aos de 6 meses de idade. A hipertrofia ventricular esquerda foi detectada tanto pela
analise do peso do VE corrigido pelo comprimento da tibia quanto pela avaliagcdo do
ecocardiograma por aumento do septo, parede posterior e espessura relativa da
parede. Entretanto, ao término de 10 semanas de TF, ndo foi observado mudanca
nesta hipertrofia cardiaca; com excessdo para 0s parametros septo e parede
posterior que foram parcialmente reduzidos pelo TF aerdbio. Embora estudos
demostrem que a hipertrofia ndo seja modificada, estudos indicam que o TF aerdbio

leva a um remodelamento da estrutura cardiaca como um aumento do diametro do
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cardiomiocito acompanhada por angiogénese, reducdo na expressao de genes
fetais, no conteudo de colageno, nos fatores inflamatérios e estresse oxidativo
(GARCIARENA et al, 2009; ROSSONI et al., 2011; PAGAN et al., 2015; CAMPOS et
al., 2015); contribuindo para a transi¢cao da hipertrofia patologica para a fisiolégica.

O TF aerdbio induz um aumento da sobrecarga de volume acompanhado
de dilatacdo das camaras cardiacas referido como hipertrofia excéntrica e aumento
proporcional na espessura da parede. Assim, o TF promove hipertrofia ventricular
esquerda fisiologica, definida como o coracdo de atleta, juntamente com as
respostas adaptativas benéficas ao sistema cardiovascular como a bradicardia de
repouso, aumento do VO, max e melhora da funcéo cardiaca (GARCIARENA et al.,
2009; FERNANDES et al., 2011, SOCI et al., 2011; Da SILVA et al., 2012).

Estudo recente publicado pelo nosso grupo mostrou que SHR com 6
meses de idade exibia hipertrofia cardiaca com fungdo ventricular preservada e
aumento da peroxidacao lipidica cardiaca em comparacdo com ratos normotensos.
Os SHR também apresentaram aumento na atividade do proteassoma 26S e da
aldeido desidrogenase 2 (ALDH2) sem alteracdo de proteinas carboniladas, 4-
hidroxinonenal (4-HNE), proteinas poliubiquitinadas, chaperonas e marcadores
relacionados a apoptose. O TF aerobio exacerbou a hipertrofia cardiaca
acompanhada de melhora da fungéo ventricular e diminuicdo da PA em SHR. Estas
alteracdes foram acompanhadas por uma reducdo do estresse oxidativo e da
atividade do proteassoma e da ALDH2 sem afetar chaperonas e vias de apoptose.
Juntos, os resultados sugerem uma ativacdo compensatoria de ALDH2 e
proteassoma cardiaca, a fim de manter o controle de qualidade de proteina durante
a hipertrofia cardiaca compensada induzida pela HA. Além disso, o TF minimiza a
ativacdo de ALDH2 e do proteassoma por reduzir o estresse cardiaco, demonstrada
por um melhor perfil redox (CAMPOS et al., 2015).

A funcgéo cardiaca foi descrita no curso inicial da hipertensdo em SHR,
com alguns relatos que mostram diminuicdo da funcao sistdlica (KOKUBO et al.,
2005), aumento (CINGOLANI et al., 2003) ou inalterada (BING et al., 1995;
GARCIARENA et al., 2009; CAMPOS et al., 2015). Em contraste, os SHR idosos
apresentam funcédo cardiaca prejudicada, dilatacdo ventricular e FEj reduzida,
indicando a transicdo da hipertrofia compensada para a insuficiéncia cardiaca
(DIWAN & DORN, 2007; DRAZNER, 2011).
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Na avaliacdo da funcdo cardiaca, observamos que o TF em ratos WKY
nao alterou nenhum dos parametros mostrando que o aumento a capacidade
funcional ndo esta relacionada ao aumento do desempenho cardiaco em ratos
normotensos. Diferente do encontrado nos SHR aos 6 meses de idade, os SHR com
HA cronica aos 9 meses de idade apresentaram hipertrofia ventricular esquerda com
disfuncdo cardiaca, além de sinais clinicos de insuficiéncia cardiaca como o edema
pulmonar e atrofia muscular. A disfuncgéo sistdlica foi verificada pela redugédo na FEj
e aumento no VSF e VDF comparados ao grupo WKY. O TF conseguiu normalizar
os valores de FEj e VDF no grupo SHR-T, melhorando a funcdo sistdlica. Ja a
disfuncao diastélica em SHR foi verifica pela alteracdo na razdo E/A, reducéo no TE,
e aumento no TRIV e no IPM comparado ao WKY. Notavelmente, o TF aerébio
conseguiu normalizar estes parametros no grupo SHR-T, contribuindo para uma
melhora da complacéncia ventricular. Assim, as mudancas oriundas do TF aerébio
cooperam para um atraso no desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca em SHR.

Embora o prejuizo na funcdo miocéardica seja melhor demostrado nos
SHR de idade avancada com presenca de insuficiéncia cardiaca (DIWAN & DORN,
2007; DRAZNER, 2011; DAMATTO et al., 2013; PAGAN et al., 2015); a disfuncéo
cardiaca ja foi mostrada em SHR adultos jovens (KOKUBO et al., 2005), sendo que
nés observamos esta disfuncdo aos 9 meses de idade correspondendo aos SHR de
meia-idade. Além disso, estudados na literatura indicam sinais clinicos de
insuficiéncia cardiaca em SHR a partir dos 16 meses de idade, sendo que,
observamos alguns desses sinais ja aos 9 meses de idade. Isto se deve porque 0s
estudos tiveram o interesse de caracterizar o quadro de insuficiéncia cardiaca em
SHR; portanto, constataram grande parte dos marcadores clinicos a partir dos 16
meses de idade, ao passo que, com 9 meses de idade, os animais devem estar na
fase de transicdo da hipertrofia compensada para a descompensada apresentando
apenas alguns dos sinais de insuficiéncia cardiaca. Estudos ainda sdo necessarios
para melhor caracterizacdo desse estagio de transicdo da hipertrofia compensada
para insuficiéncia cardiaca na progressao da HA em SHR.

No conjunto, independentemente da idade, os dados apoiam um efeito
benéfico do TF aerobio em animais com HA crbnica semelhante ao relatado em
animais jovens, o que confirma o exercicio como um hébito saudavel que induz

melhorias cardiacas.
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8.3 Efeito do treinamento aerdbio no perfil de expressdo de miRNAs e
alteracdes metabdlicas, estruturais e funcionais da musculatura esquelética
associadas a hipertensao

Os miRNAs sédo altamente expressos no musculo esquelético, entretanto
o papel que essas moléculas desempenham em processos fisioldgicos e patoldgicos
nao estao claros; portanto conhecer como os miRNAs atuam na regulagcédo da massa
e fungdo muscular pode trazer respostas importantes no entendimento dos danos
musculares induzidos pela HA. Nesse sentido, poucos estudos foram publicados
investigando o efeito do TF na expressdao de miRNAs no musculo esquelético.
Esclarecer o papel do TF como um regulador de miRNAs em modelos de atrofia e
disfuncdo metabdlica muscular pode trazer novas respostas no que concerne aos
mecanismos chave do crescimento e regeneracdo muscular. Desse modo, a
identificacdo de perfis de miRNA especificos para determinada patologia e em tecido
especifico abre perspectivas para estudos futuros, utilizando miRNAs como
biomarcadores de diagndstico clinico e como agentes terapéuticos por meio da
superexpressao ou inibicao.

Conforme destacado por NIELSEN et al. (2010), fazer associacfes entre
mMiRNAs especificos e um alvo downstream predito pode ser muito dificil. Isto levanta
incertezas ou a complexidade da relag&o entre miRNAs e seus alvos. E provavel que
miRNAs funcionem coletivamente para regular a expressédo de um gene alvo predito.
Como apropriadamente descrito em uma revisdo, os miRNAs podem "cacar em
bandos” (LANCETA et al., 2010). Assim, até mesmo mudancas modestas em um
grupo de miRNAs podem afetar a expressdo de varios (ou centenas) de genes,
talvez, com o objetivo de regular uma rede especifica de sinalizacdo (por exemplo,
controle da angiogénese ou da sintese protéica). O uso de microarray de miRNA e
gene complementados por software de predicdo bioinformatica para identificar
grupos de miRNAs, redes de sinalizacéo relacionados e genes alvo pode nos ajudar
a fazer sentido da importancia biol6gica dos miRNAs (DRUMMOND et al., 2010).

Mediante o exposto, verificamos o perfil de expressdao de miRNAs no
musculo esquelético de SHR com intuito de identificar um conjunto de miRNAs
envolvidos nos danos musculares causados pela HA crbnica. Ainda, verificar o papel

terapéutico do TF aerdbio na correcdo destas altercdes via agdo de miRNAs.
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A primeira evidéncia de que miRNAs desempenham um papel significativo
no desenvolvimento muscular originou de um estudo em que a delegdo do miRNA-1
em passaros levou a morte prematura resultante do incompleto crescimento
muscular esquelético durante estagios iniciais do desenvolvimento (SOKOL &
AMBROS, 2005). De acordo, a superexpressao do miRNA-1 promoveu uma
mudanca para o perfil miogénico em células HelLa, indicando que myomiRs tem um
papel chave na biologia muscular (LIM et al., 2005). Notavelmente, a selecdo do
MiRNA-1 veio dos achados iniciais com utilizagdo de microarray de miRNA no
coracdo humano, indicando que o miRNA-1 ndo era expresso em cérebro, rim,
figado, pulmé&o e células HelLa, mas expresso no coracao (LAGOS-QUINTANA et al.,
2001). Estes achados foram confirmados por LAGOS-QUINTANA et al. (2002) em
gue mostraram alguns miRNAs expressos em tecido especifico indicando que os
MiRNA-1, -122a e -124a foram expressos restritamente em musculo estriado, figado
e cérebro, respectivamente. Dessa forma, foi possivel identificar miRNAs especificos
do mausculo estriado como os mMiRNAs-1, -133a/b, -206, -208a/b e -499 ou
enriquecidos no muasculo como os miRNAs-128 e -486 (CHEN et al., 2006; CALLIS
et al., 2007; VAN ROOIJ et al., 2007; MCCARTHY, 2008; VAN ROOIJ et al., 2009;
CHEN et al., 2010; SMALL et al., 2010; KOUTSOULIDOU et al., 2011; LIU et al.,
2012).

O presente estudo revelou o mapeamento da expressao diferencial dos
miRNAs na HA que foram parcialmente prevenidos ou normalizados pelo TF. Dessa
forma, tivemos 10 miRNAs que tiveram seu padrdo de expressdo alterado na HA,
sendo 3 deles reduzidos (MiRNA-99b*, -208b-3p e -499) e 7 aumentados (MiRNAs-
1-3p, -96-5p, -140-5p, -182, -205, -328a-5p e -665); confirmados por real-time PCR.
Entres estes miRNAs diferencialmente expressos, os miRNAs-1-3p, -208b-3p e 499
sao considerados como myomiRs.

Estudos tém mostrado que a delecdo de myomiRs individuais no
camundongo teve muito pouco impacto sobre o fendtipo muscular esquelético
(CALLIS et al., 2007; VAN ROOIJ et al., 2007, 2009; WILLIAMS et al., 2009; LIU et
al., 2012, KIRBY et al., 2015). Como exemplo, a delecdo do miRNA-206, especifico
do musculo esquelético, ndo promoveu alteracdo do fendtipo muscular representado
pelo peso do musculo séleo, morfologia ou distribuicdo do tipo de fibra; entretanto, a

recuperacdo da desnervacéo foi retardada no musculo em animais knockout para o
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MIiRNA-206 (WILLIAMS et al., 2009). De modo semelhante, o grupo do professor
OLSON mostrou que o miRNA-208a foi necessério para a hipertrofia cardiaca em
resposta ao estresse (VAN ROOIJ et al., 2007). Coletivamente, estes achados de
camundongos knockout para myomiR sao consistente com a nocao de que a fungéo
primaria do miRNA é mediar a resposta ao estresse da célula, ajudando a
restabelecer a homeostase por meio da regulacéo da expresséo de genes (LEUNG
& SHARP, 2010); entretanto, ndo € claro porque estes camundongos knockout nédo
apresentam um fenotipo mais alterados como previsto a partir de estudos in vitro
(CHEN et al., 2006; WILLIAMS et al., 2009). Uma possivel explicacdo poderia ser a
sobreposicao nos genes alvo entre os membros da familia de myomiRs, tais como
0os miRNAs-1 e -206, que em teoria poderia resgatar qualquer fenétipo deletério
resultante do miRNA knockout (KIRBY et al., 2015). Esta idéia é suportada pelo
duplo knockout dos miRNAs- 133a-1 e -133a-2 que mostraram danos no septo e
miopatia do musculo esquelético que ndo estava presente no knockout para apenas
um deles (LIU et al., 2008, 2011). Similar, a geracédo do animal duplo knockout para
0s MiRNAs-208b e -499 promoveu uma perda substancial de fibras musculares do
tipo | no soleo. A perda de fibras lentas nestes animais também foi evidenciado pela
reducdo da expressao génica e protéica de B-MHC, e um concomitante aumento na
expressao de isoformas de miosina rapida tipo lla, 1Ix e llb, o que nao foi vista com a
delecdo do miRNA-208b e do miRNA-499 isoladamente (VAN ROOIJ et al., 2009).
Curiosamente, o animal duplo knockout exibiu capacidade fisica aerdbia reduzida
em teste de corrida em esteira indicando uma reducdo da resisténcia aerdbia
resultante da reprogramacao de fibras musculares.

MCCARTHY et al. (2009) observaram que a expressao dos miRNAs-208b
e -499 foram reduzidos em animais com atrofia muscular em resposta a suspenséo
dos membros posteriores. Esta desregulacdo dos miRNAs foi associada com o
aumento da expressao de SOX6 e inibicdo na expressao de B-MHC muscular.

Resultados semelhantes aos encontrados no duplo knockout para os
MiRNAs-208b e -499 e no modelo de atrofia por desuso foram vistos no muasculo
s6leo de SHR de 6 e 9 meses de idade. Observamos uma reducado na expressao
dos miRNAs-208b e -499 na HA acompanhada por um aumento na expressao
protéica de seus alvos PURB e SP3, sem modificar a expressdo de SOX6. PURSB,

SP3 e SOX6 sao alvos dos miRNAs-208b e -499 e tem sido descritos por inibirem a
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expressao de B-MHC no musculo esquelético implicado na mudanca do perfil de
fibras musculares (HAGIWARA et al., 2007; JI et al., 2007; VAN ROOIJ et al., 2009).
JI et al. (2007) mostraram interacdes fisicas e funcionais entre as proteinas SP3 e
PURPB induzindo a repressdo da proteina PMHC. PURPB liga-se ao elemento
regulatorio negativo da BMHC (dBNRE-S) inibindo a expressao do seu gene reporter.
Estes resultados colaboram com os dados de mudanca do perfil de fibras
encontrados nos SHR de 6 e 9 meses de idade, com aumento na porcentagem de
fibras do tipo Il e reducdo na porcentagem de fibras do tipo I. Esta transicdo nos
tipos de fibra foi acompanhada por uma reducdo do VO, em SHR com HA crénica,
indicando um prejuizo no desempenho aeroébio.

O musculo esquelético € um grande consumidor de oxigénio e é um dos
primeiros tecidos que determinam a taxa metabdlica basal. Mlsculo esquelético com
prejuizo do aporte sanguineo promove lesdo do 6rgdo, como os encontrados em
SHR e em outras DCV, acometidos por uma mudanca na distribuicdo dos tipos de
fibora muscular em direcdo ao aumento na propor¢cdo de fibras do tipo Il e
desenvolvimento de atrofia muscular (NAKATANI et al., 2002; NAGATOMO et al.,
2009, BACURAU et al., 2009; CUNHA et al., 2012; SOUZA et al., 2014). A origem da
transicéo de fibras do tipo | para Il ainda permanace pouco conhecida; entretanto,
evidéncias emergentes sugerem que alteracbes metabdlicas no musculo alteram os
niveis de miRNA, gque, em seguida, pode contribuir para a promoc¢ao da adaptacao
tecidual (KIRBY et al., 2015).

O TF aero6bio foi efetivo em corrigir estes danos causados pela HA no
musculo séleo de SHR. O TF normalizou a expressao do miRNA-208b nos animais
com 6 meses de idade e a expressao dos miRNAs-208b e -499 nos animais com 9
meses de idade acompanhado pela reducéo na expressdo dos alvos PURB e SP3 e
normalizac&o do perfil de fibras recuperando a resisténcia aerobia em SHR-T.

Corroborando, estudo recente mostrou que a sinalizacdo do receptor
nuclear PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) exerce o controle sobre o
tipo de fibra muscular por meio dos miRNAs-208b e -499 (GAN et al.,, 2013). O
PPARPB/d (beta/ delta) tem ganhado destaque na literatura por controlar os tipos de
fibra e metabolismo muscular esquelético. O PPARB/d demonstrou desempenhar um
papel chave no desenvolvimento de fibras do tipo I. Animais transgénicos com
superexpressao muscular do gene PPARPB/® tém um aumento da proporcédo de
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fibras do tipo | (LUQUET et al., 2003; WANG et al., 2004; EHRENBORG & KROOK,
2009). No musculo esquelético, o PPARB/® tem uma expressdo mais pronunciada
comparada ao PPARa (alfa), além de sua expressao ser maior em fibras musculares
do tipo | oxidativa em comparacdo com as fibras musculares tipo Il glicoliticas
(BRAISSANT et al., 1996, MUOIO et al., 2002;. De LANGE et al., 2004, WANG et al.,
2004).

Estudos tem mostrado que a superexpressao de PGC1a no musculo
esquelético (LIN et al., 2002) conduz a efeitos metabdlicos semelhantes as da
superexpressao de PPARB/® (WANG et al., 2004). Assim, 0 aumento da expressao
de PPARB/® ou do seu coativador PGC1a aumenta a formagédo de fibras do tipo I.
Por outro lado, a ablagdo de PPARB/d muscular promove menor proporcao de fibras
musculares do tipo | e menor expressdao de PGC1a no musculo esquelético,
sugerindo que PPARB/® pode regular, pelo menos em parte, a expressao basal de
um dos seus importantes cofatores (SCHULER et al., 2006; EHRENBORG &
KROOK, 2009).

Animais transgénicos com superexpressdo de PPARB/d muscular
apresentam uma maior capacidade aerébia (LUQUET et al., 2003; WANG et al.,
2004, EHRENBORG & KROOK, 2009; GAN et al., 2013). Em contraste, a expressao
excessiva de PPARa resulta na capacidade reduzida para realizacdo de exercicio
aerobio (EHRENBORG & KROOK, 2009; GAN et al.,, 2013). Camundongos que
expressavam PPARB/® no musculo foram carinhosamente apelidados de
"camundongos maratonistas”, porque eles foram capazes de correr duas vezes mais
comparado ao controle selvagem (WANG et al., 2004). Além disso, em animais
controle, o TF de natacdo de 6 semanas (45 min por dia, 5 dias por semana)
resultou no aumento na expressao protéica de PPARB/® no musculo tibial anterior
(LUQUET et al., 2003). O aumento da expressao da proteina apés TF também tem
sido relatada em estudos com seres humanos (RUSSEL et al., 2003; WATT et al.,
2004; MAHONEY et al., 2005; FRITZ et al., 2006). Por outro lado, 0os niveis génicos
de PPARPB/® no musculo esquelético foram reduzidos em individuos com lesdo da
medula espinal (KRAMER et al., 2006).

Curiosamente, GAN et al. (2013) mostraram que a expressao do miRNA-
208b foi significativamente aumentada em animais com superexpressao de

PPARB/® muscular, mas ndo era detectavel em musculo de animais com
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superexpressao de PPARa. Similar, a expressdo do miRNA-499 foi aumentada em
animais com superexpressdo de PPARRB/d, mas drasticamente reduzida no musculo
de animais com superexpressao de PPARa. Resultados semelhantes foram obtidos
em miécitos esqueléticos por cultura celular, utilizando-se células transgénicas ou
superexpressao de PPAR por adenovirus em miécitos controles. Os autores também
mostraram que a inibicdo dos miRNAs-208b e -499 com o uso de antisense em
animais com superexpressao de PPARRB/d foi suficiente para inibir a expresséo de B-
MHC, indicando que a sinalizacdo de PPAR[B/d ocorre via acdo dos miRNAs-208b e
-499 para o controle do perfil de fibras e metabolismo muscular. Além disso, os
autores também identificaram que outro receptor nuclear, o ERRYy (estrogen-related
receptor y), estava aumentado em animais com superexpressdo de PPAR[/O,
atuando downstream a via de PPARP/8, ativando a transcricdo dos genes Myh7 and
Myh7b, consequentemente aumentado a expressao dos miRNAs-208b e -499.

Coletivamente, os resultados indicam que ha um circuito mediado pelo
receptor nulear/ miRNA no controle do perfil de fibras muscular, em que PPARB/®
ativa ERRy, aumentando a transcricdo dos miRNAs-208b e -499, induzindo um
programa de contracdo lenta por inibir repressores da transcricdo de genes de
contracao lenta, tais como SOX6, PURB e SP3, o que aumentaria a proporcao de
fibras do tipo I. Por outro lado, PPARa suprime o programa.

No presente estudo, a proteina PPARa nao foi modificada entre os
Nossos grupos estudados. Por outro lado, a expressao de PPARPB/d foi reduzida no
grupo SHR comparado ao WKY. O TF aerébio conseguiu corrigir estes valores no
grupo SHR-T, contribuindo para a manutencdo do fendtipo oxidativo muscular.
Assim, este € o primeiro estudo da literatura a sugerir um mecanismo responsavel
pela mudanga na proporcdo dos tipos de fibra em SHR via sinalizagdo do eixo
PPAR/6/ miRNAs-208b e -499/ PURB e SP3/ B-MHC. O efeito do exercicio aerdbio
poderia estimular este programa por meio do aumento de PGC1a e PPARPB/S. Vale
lembrar que as fibras musculares do tipo | estdo guarnecidas com um sistema
mitocondrial e vascular de alta capacidade e um conjunto distinto de isoformas de
proteinas contrateis prontas para o trabalho aerdbio. Os mecanimos envolvidos no
controle destes processos aparentemente distintos, mas estreitamente interligados é
desconhecido. Recentemente, uma pista foi fornecida quando os receptores

nucleares PPARB/d e ERRY, reguladores de transcricdo do metabolismo de energia
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celular (DESVERGNE & WAHLI, 1999), foram mostrados de forma independente
conduzir um aumento na composicdo de fibra de contragdo lenta oxidativa e
vascularizacdo em animais de experimentacdo (LUQUET et al., 2003; WANG et al.,
2004; NARKAR et al, 2011). De fato, agonistas de PPAR podem reduzir
discretamente a PA, corrigir a estrutura vascular e a disfuncdo endotelial em
modelos experimentais de HA; considerados como cardioprotetores com potencial
terapéutico na prevencéo de DCV (TOUYZ & SCHIFFRIN, 2006).

Com a andlise de predicdo dos alvos a partir dos miRNAs
diferencialmente expressos na HA, verificamos que os miRNAs-205 e -328a alvejam
a proteina PPARP/®, podendo fazer uma regulacdo upstream na via de controle do
perfil de fibras e metabolismo muscular; um mecanismos ainda desconhecido na
literatura. Resultados de confirmacdo de miRNAs indicam um aumento na expressao
desses miRNAs em SHR e uma reducdo do miRNA-205 e normalizacdo do miRNA-
328a induzida pelo TF aerdbio. Embora o PPARB/5 ndo tenha ainda sido validado
como gene alvo dos miRNAs-205 e -328a, os dados nos levam a acreditar que ha
um conjunto de miRNAs agindo sinergicamente, como os miRNAs-205, -208b, -328a
e -499, para a regulacdo do metabolismo e tipo de fibra, contribuindo para a
homeostase muscular. Nado ha estudos na literatura que tenham investigado
mMiRNAs que regulam a expressdo de PPAR tanto em condig¢fes fisiologicas quanto
em patoldgicas. Entretando, estudos mostram que os miRNAs-23 (SAFDAR et al.,
2009), -494 (YAMAMOTO et al., 2012) e -696 (AOI et al., 2010) alvejam o gene
Pgcla, aumentando sua expressao tanto na sessao aguda quanto em resposta ao
TF aerdbio no controle da biogénese mitocondrial.

Os miRNAs também tem sido investigados perante a formacéo e controle
da massa muscular esquelética. Os miRNAs sao absolutamente necessarios para o
desenvolvimento embrionario adequado, uma vez que camundongos knockout para
Dicer, uma enzima chave durante o processamento do miRNA, morrem no Utero no
E7,5 (BERNSTEIN et al., 2003). Além disso, uma abordagem mais especifica tem
demonstrado que os miRNAs sdo necessarios para o desenvolvimento muscular
esquelético, em que camundongos que tém a delecdo da Dicer especificamente no
musculo esquelético morrem no periodo perinatal e exibem diminuicdo da massa
muscular e morfologia da fibra muscular anormal (O'ROURKE et al., 2007). A

/

diminuicdo da massa muscular em animais Dicer © é notavel no E14,5 e torna-se
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uma reducdo dréstica no E18,5. Esta perda de massa muscular é resultado de
hipoplasia sem alteracdo no tipo de fibra (O’ROURKE et al., 2007). Este fenotipo
poderia refletir a perda na expressdo do miRNA-1, que em Drosophila foi
demonstrado ser necessario para o desenvolvimento e viabilidade do musculo
esquelético (SOKOL & AMBROS et al, 2005; OROURKE et al.,, 2007). A
importancia do miRNA-1 durante o desenvolvimento foi adicionalmente ilustrado por
CHEN et al. (2006) em que o prejuizo na expressao dos miRNAs-1 ou -133 afetaram
a formac&o do musculo esquelético e cardiaco.

EISENBERG et al. (2007) mostraram, a partir de um estudo de
microarray, que 185 miRNAs estavam desregulados em patologias com disturbios
musculares primarios, como por exemplo as distrofias musculares de Duchenne, de
Becker, Facio-Escapulo-Umeral, entre outras; quase sempre caracterizadas por
progressiva fraqueza e atrofia muscular, resultando em prejudicada locomocéo. A
maior parte dos miRNAs diferencialmente expressos foram aumentados. Entre eles,
0s mMiRNAs-146b, -221, -155, -214, -222 e -34a foram consistentemente aumentados
em quase que a totalidade dessas patologias. O estudo desenvolvido por
EISENBERG et al. (2007) foi o primeiro a fornecer fortes evidéncias de que a
desregulacdo na expressao dos miRNAs é uma caracteristica comum de patologias
com distdrbios musculares primarios.

Ao longo dos ultimos anos, evidéncias mostraram que os MmiRNAs estéo
envolvidos na disfuncdo e atrofia muscular associada com o diabetes mellitus
(MCCLELLAND & KANTHARIDIS, 2014). Uma diminuigdo na expressado do miRNA-
23a, relatado por reprimir a expressédo de atrogenes como MuRF1 e Atrogin-1, foi
observado em modelos animais com diabetes mellitus (HUANG et al., 2009;
HUDSON et al., 2014), sugerindo que a alteragéo na expresséo do miRNA-23a pode
ser associado com o estado catabdlico do musculo esquelético no diabetes. A
expressdo dos miRNAs-144 (KAROLINA et al., 2011) e -135a (AGARWAL et al.,
2013) foram aumentados em dois modelos animais de diabetes mellitus tipo 2 e
estes mIRNAs foram mostrados por reprimir a expressdo de IRS-1 e IRS-2,
respectivamente; dois componentes da via de sinalizacdo Akt. Além disso, a
expressdo dos miRNAs-133a e -206 foram reduzidas no musculo esquelético de
pacientes com diabetes mellitus tipo 2, enquanto nenhuma mudanca foi observada
para os miRNAs-1 e -133b. Os pesquisadores mostrarm que a alta glicemia de jejum
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foi associada com a baixa expressdo do miRNA-133a, sugerindo que o miRNA-133a
possa ser um marcador molecular relevante para a resisténcia a insulina
(GALLAGHER et al., 2010).

Os miRNAs foram recentemente sugeridos ter um papel na perda de
massa muscular esquelética associada com a doenca renal crénica (XU et al., 2012).
Caracterizacdo do perfil de expressdo dos miRNAs no musculo esquelético de
camundongos com doenca renal crénica revelou uma desregulagéo de 12 miRNAsS;
entre eles, uma reducdo nos miRNAs-29a e -29b foram observados contribuindo
para um prejuizo no processo de diferenciacdo muscular por meio da ativacdo de
YY1 (WANG et al., 2011). Além disso, uma diminui¢cdo na expressdo do miRNA-486
concomitante ao aumento na expressao de FoxO1l1 foi observado neste modelo
animal na presenca de atrofia muscular (XU et al., 2012).

O glicocorticoide € um horménio enddcrino liberado em varios estados
patologicos (sepse, insuficiéncia renal, jejum, imobilizacdo, acidose metabdlica, etc.)
associado com a atrofia muscular (HASSELGREN, 1999). Um estudo recente
mostrou que o glicocorticoide dexametasona induziu a atrofia do musculo
esquelético e estimulou a expressdo do mMIRNA-1 via acdo do receptor de
glicocorticéide e da miostatina, um regulador negativo do crescimento muscular
(KUKRETI et al., 2013). Estes autores propuseram um modelo pelo qual o miRNA-1
inibe a expressdo de HSP70 (proteina de choque térmico 70), reduzindo assim a
fosforilacdo de Akt com aumento da ativacdo de FoxO3 e proteinas relacionadas
com a atrofia. Estes resultados fornecem evidéncia de que o0 miRNA-1 € um miRNA
catabdlico envolvido na atrofia do muasculo esquelético em resposta ao
glicocorticéide. Além do aumento do miRNA-1, a dexametasona reduziu 0s niveis do
MiRNA-27 em miotubos; um resultado consistente com o aumento da expresséo do
seu gene alvo validado miostatina (SHEN et al., 2013). Estes resultados sugerem
gue a miostatina pode ser um regulador central da resposta atrofica muscular por
interagir com os MiRNAs-1 e -27.

Atualmente, ha um interesse em examinar se miRNAs estdo envolvidos
com a perda de massa muscular no envelhecimento. O aumento dos niveis de
MiRNAs primarios como o pri-miRNA-1-1, -1-2, -133a-1 e -133a-2 foram encontrados
em idosos em comparac¢ao com os individuos jovens, enquanto estas mudancgas nao
foram observados para os miRNAs maduros (DRUMMOND et al., 2008). Estes
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autores mostraram que o mMIRNA-1 estava reduzido nos jovens, mas ndo em
individuos idosos ap0s uma sessdo aguda de exercicio resistido combinado com a
ingestdo de aminoacidos essenciais (DRUMMOND et al., 2008). Por outro lado,
idosos apresentaram uma reducdo na expressao do miRNA-1 em resposta as 12
semanas de TF resistido, apesar desta alteracdo nao ter sido avaliada em individuos
jovens (MUELLER et al., 2011). Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar se
o0 miRNA-1, o qual tem sido demonstrado inibir varios componentes da via de
sinalizacdo IGF-I/ Akt (ELIA et al., 2009), poderia estar envolvido nas alteracdes
musculares no envelhecimento.

Mediante a literatura apresentada, observamos que diversos estudos tem
sido desenvolvidos avaliando o papel dos miRNAs em animais e pacientes
distréficos, principalmente com a distrofia muscular de Duchenne. Por outro lado,
poucos estudos foram publicados com intuito de averiguar a participacdo de miRNAs
nos distarbios musculares em resposta a outras patologias. Além disso, nenhum
estudo até o momento foi publicado indicando o papel dos miRNAs em disturbios
musculares induzido por DCV.

N&o ha relato de alteracdo na massa muscular em animais hipertensos até
0s 6 meses de idade (BENBACHIR-LAMRINI et al.,, 1990; LEWIS et al., 1994,
BORTOLOTTO et al., 1999; NAGATOMO et al., 2009). Os dados do presente estudo
estdo de acordo com os estudos publicados, uma vez que os animais estudados na
primeira etapa do projeto com 6 meses no final do protocolo experimental ndo
apresentaram mudanca na massa muscular avaliada pelo peso do tecido corrigido
pelo comprimento da tibia e pelos métodos de histoquimica e imunohistoquimica por
meio da andlise da &rea de seccao transversa.

CARVALHO et al. (2003) investigaram a mudanca na massa do musculo
s6leo durante a transicdo da hipertrofia cardiaca para a insuficiéncia cardiaca em
resposta a estenose adrtica. Os autores encontraram atrofia das fibras musculares
do tipo lla somente durante o estagio de insuficiéncia cardiaca. Recentemente,
DAMATTO et al. (2012) relataram atrofia do muasculo séleo induzida pela
insuficiéncia cardiaca em SHR com 18 meses de idade. Embora escassos, estudos
com pacientes hipertensos mostram que a perda de massa muscular ndo € uniforme
entre eles, indicando uma prevaléncia de 60,9% de pacientes hipertensos néao
obesos com sarcopenia na populacdo koreana idosa (HAN et al.,, 2014). Foi
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demonstrado uma correla¢do negativa entre a massa muscular esquelética e ambas
retinopatia e nefropatia hipertensiva, indicando que a sarcopenia foi associada com
um aumento da taxa de lesbes de 6rgdos alvo da HA (DOGAN et al., 2012).
Alteracbes estruturais e funcionais cardiacas em pacientes idosos com HA
acompanhada por disfuncdo miocardica e diminuicdo da tolerancia a atividade fisica,
sdo mais pronunciadas no grupo de pacientes com perda de massa muscular
(MEDVEDEV & GORSHUNOVA, 2012). No presente estudo, observamos uma
atrofia muscular nos animais SHR de 9 meses de idade e HA cronica estudados na
segunda etapa do projeto. Foi visto atrofia muscular em diferentes musculos pelo
peso do tecido corrigido pelo comprimento da tibia, sendo a atrofia do masculo séleo
confirmada pela reducdo da area de seccéo transversa avaliada pelo método de
histoquimica. De acordo com a literatura, a atrofia muscular esquelética observada
foi detectada ap0s o periodo caracterizado por uma hipertrofia cardiaca compensada
importante para a manutencdo do débito cardiaco e adequada perfusdo para um
estagio ja descompensado com disfuncéo cardiaca e sinais de insuficiéncia.

A atrofia muscular em SHR foi acompanhada por um prejuizo da funcgéo
muscular com perda da geracéo de forca nos musculos EDL e séleo comparado ao
WKY avaliada no banho de 6rgdos. Observamos que tanto no twitch com estimulo
de 1Hz quanto no tétano com estimulo de 80 Hz houve um aumento do TR50 no
grupo SHR em relacdo ao WKY, indicando um prejuizo no relaxamento muscular
impedindo uma resposta contratil eficiente e dano na geracdo de forca, que
favorecem a menor tolerancia ao esforco fisico aerobio, também demonstrada. Este
prejuizo na resposta funcional muscular pode ser devido a uma disfuncdo no
transiente de caélcio, por estar envolvido no mecanismo de excitacdo-contracao-
relaxamento. Uma vez o Ca?' elevado no citoplasma e com prejuizo na sua
recaptacéo ele se torna citotoxico que pode causar ativacao de proteases, lipases e
nucleases, tendo como consequéncia alteragcdes nas propriedades fisiologicas e na
transcricdo génica, além de apoptose, atrofia e diminuicdo da capacidade
regenerativa (BARTOLI & RICHARD, 2005).

PERREAULT et al. (1993) descreveram pela primeira vez o prejuizo no
transiente de calcio em animais com insuficiéncia cardiaca por reduzir a magnitude e
a velocidade da captagdo de célcio pelo reticulo sarcoplasmético ap0s a contragédo

em associacdo com reducdo na tensdo e na forca tetédnica muscular. Além disso,
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SIMONINI et al. (1999) foram os primeiros a reportar uma redugdo na expressao
génica de sarco endo-reticulo Ca**-ATPase 2 (SERCA2) no musculo séleo de ratos
infartados com insuficiéncia cardiaca. BUENO et al. (2010) mostraram uma reducao
na expressao dos receptores diidropiridina e ryanodina, prejudicando a saida do
Ca®" para o citosol acompanhado por uma reducdo na expressdo das proteinas
SERCA2 e trocador Na‘’/ Ca®" (NCX), prejudicando a recaptacdo do Ca?* nos
musculos séleo e plantar contribuindo para a reducdo na funcdo muscular em
animais com insuficiéncia cardiaca por hiperatividade simpatica. Os autores
mostraram que o TF aerdbio corrigiu estes parametros contribuindo para a melhora
da tolerancia ao esforco e fungdo muscular nestes animais. Um estudo recente
mostrou que o uso de terapia génica com SERCA2 para tratamento da insuficiéncia
cardiaca restaura a expressdo do miRNA-1 via fosforilacdo de Akt acompanhada
pela normalizacdo da expressdo do gene alvo NCX1 com melhora da funcéo
cardiaca (KUMARSWAMY et al., 2012). Especulando os dados, poderiamos pensar
que o aumento da expressdo do miRNA-1, demonstrado no estudo, reduziria a
expressdo do seu gene alvo NCX1, o que poderia explicar parte do prejuizo da
recaptacdo de Ca?* e piora da funcdo muscular em SHR. Este é o primeiro estudo
na literatura a avaliar a funcdo muscular ex vivo em SHR e o efeito do TF sobre ela.
Faltam ainda estudos para o entendimento dos mecanimos envolvidos na reducao
de forca muscular na HA cronica.

Diversos estudos tem confirmado a presenca de atrofia muscular em
animais e pacientes com insuficiéncia cardiaca de outras etiologias que nao a
hipertensiva (infarto do miocardio, trangénicos com hiperatividade simpatica e
estenose aortica), em que a perda de massa muscular e a intolerancia aos esfor¢os
sdo indicativos de mau progndstico para o paciente com insuficiéncia cardiaca
(BACURAU et al., 2009, CUNHA et al., 2012; GIELEN et al., 2012; HAYKOWSAY et
al., 2013; MOREIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2014; BRUM et al., 2014). Nesse
sentido, vale destacar que o TF aerébio € uma abordagem terapéutica significativa
em minimizar essa perda (BRUM et al., 2014). Embora o TF aerdbio ndo promova
aumento na area de seccdo transversa do musculo esquelético em individuos
saudaveis, como observado pelo TF de forca (FOLLAND & WILLIAMS, 2007); em
animais com estado hipotrofico, o TF aerobio é capaz de restaurar ou aumentar a

massa muscular para niveis considerados eutroficos (BACURAU et al., 2009;
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CUNHA et al., 2012; MOREIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2014; BRUM et al., 2014).
Até o presente momento ndo ha relatos sobre o efeito do TF sobre a regulacdo da
massa muscular e da funcdo em SHR.

No nosso estudo, ndo observamos efeito da HA e do TF aerdbio na
massa muscular dos animais com 6 meses de idade ao final do protocolo entre os
grupos; entretanto, vimos que o TF aerdbio preveniu o desenvolvimento da atrofia
muscular no grupo SHR-T com 9 meses de idade acompanhanda por uma
normalizacdo da funcdo muscular, apresentando um fendétipo muscular semelhante
ao controle. Este dado é muito significativo, visto que a perda de massa muscular
em pacientes hipertensos esta associada ao mau progndstico desses individuos
(MEDVEDEV & GORSHUNOVA, 2012).

A perda de massa muscular é consequéncia da reducdo da sintese e do
aumento da degradacéo protéica (GLASS, 2003). Até o momento, pouco se conhece
sobre os mecanismos que regulam o trofismo muscular na HA, uma vez que, um
equilibrio entre as vias de sintese e degracdo proteica sdo necessdrias para a
manutencdo e homeostase muscular. Estudos indicam uma reducdo na expressao
de IGF-1 (SCHULZE et al., 2003) e da Akt fosforilada (TOTH et al., 2011) muscular
na insuficiéncia cardiaca, contribuindo para o quadro de atrofia. Por outro lado, os
animais transgénicos que superexpresseram IGF-I no muasculo esquelético
preveniram a atrofia muscular induzida pelo infarto do miocardio concomitante ao
aumento na expressdo de componentes da via Akt/ mMTOR e reducdo da via de
degracéo (SCHULZE et al., 2005), o que sugere uma forte participacao da via IGF-I/
Akt/ mTOR no controle no trofismo muscular em DCV.

NOs observamos uma reducdo da expresséo de IGF-I, PI3K, p-Aktsers7s,
GSK-3Bserg, P-MTORger2448, P-P70S6K Thrage € p-€IF4AE ser200 NO MUsculo séleo de SHR
com 9 meses de idade, 0 que sugere um prejuizo da sintese protéica na HA cronica.
O miRNA-1 tem sido descrito por alvejar os genes Igf-1, Igf-IR (ELIA et al., 2009),
Pi3k e a Akt (CHEN et al, 2012) e os alvos preditos mTOR e elF4E.
Interessantemente, a expressdo do miRNA-1 foi aumentada no séleo de SHR
comparado ao WKY, indicando um desativacédo da via IGF-I/ PI3K/ Akt/ mTOR pelo
mMiRNA-1. Similar ao miRNA-1, os miRNAs-96, -182 e -205 foram diferencialmente
expressos e aumentados na HA comparado ao WKY. Vale ressaltar que esses 3
mMiRNAs foram os mais aumentados na HA com aumentos de 229% para o0 miRNA-
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96, 226% para o0 miRNA-182 e 200% para o miRNA-205, sugerindo uma grande
participante deles nas alteracdes musculares advindas da HA. O miRNA-96 tem
como alvo validado a Aktl (VISHWAMITRA et al., 2012) e preditos os genes Irsl,
Pi3k, Rictor, mTOR e p70S6k; ja o miRNA-205 tem como alvo validado a Aktl
(WANG et al.,, 2013) e preditos elF4E e p70S6k e o0 miRNA-182 o alvo validado
MTOR (NAGARAJA et al., 2010).

Assim, os resultados indicam uma ac¢do sinérgica desses 4 miRNAs na
regulacdo do trofismo muscular via IGF-I/ Akt/ mTOR. O TF aerdbio conseguiu
corrigir os valores de IGF-I, PI3K, p-Aktsera73, P-MTORserz448, P-P70S6K Thr3se € P-
elF4E ser200 NO MuUsculo séleo de SHR-T, sem alterar a expressdo de GSK-3Bsero.
Estes resultados foram acompanhandos pela correcdo na expressdo do miRNA-1 e
reducdo parcial dos miRNAs-96, -182 e -205 no soleo de SHR-T comparado ao
WKY. Dessa forma, nossos resultados demonstram pela primeira vez a contribuicéo
do TF aerdbio no controle de um conjunto de miRNAs, aumentando a ativacdo da via
IGF-1/ Akt/ mTOR e recuperando a massa muscular em animais com HA cronica.

A FIGURA 73 ilustra os miRNAs e genes alvos envolvidas na via de

sinalizacao de sintese protéica em resposta a HA e ao TF aerobio.
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FIGURA 73 — Representacdo esquematica de miRNAs envolvidos na regulacdo da
sinalizacdo mediada por IGF-I. IGF-l aumenta a atividade da Akt. Esta
ativacdo da Akt pode ser atenuada por PTEN. O estado ativado de Akt
estimula a sintese protéica por meio da mTOR via p70S6k e eiF4E. A
Akt também inibe a degradacéo protéica por meio da supressdo da
atividade de GSK-3B3 e FoxO1/3a, que induz a degradacao protéica
por meio da ativagéo da expressdo de MuRF1 e Atrogin-1. O presente
estudo tém mostrado que os miRNAs-1, -96, -146b, -182 e -205
regulam negativamente a via IGF-I / Akt/ mTOR por alvejarem
diversos genes da via. A HA cronica foi mostrada aumentar
significativamente a expressdo desses miRNAs selecionados com
base na analise do perfil de expressdo por microarray de miRNA.
Portanto, o aumento na expressao desses miRNAs levou a reducao
da via de sinalizacdo IGF-I/ Akt/ mTOR pela HA crénica promovendo a
atrofia muscular por reducdo da sintese protéica e proliferacao celular,
ao passo que, o TF corrigiu esta sinalizagéo restabelecendo a massa
muscular. As linhas vermelhas indicam a funcao inibidora dos miRNAs
identificados no musculo esquelético. Os miRNAs identificados em
vermelho representam miRNAs com alvos ja validados na literatura,
engquanto os miRNAs identificados em azul representam miRNAs com
alvos ainda preditos.
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A primeira evidéncia de que mTOR ativa p70S6k com um papel na
hipertrofia muscular induzida pelo TF veio por meio do estudo de BAAR & ESSER
(1999). Neste estudo, a fosforizacdo da p70S6k foi aumentada nos musculos tibial
anterior e EDL depois de 3 e 6 horas do TF resistido; entretanto, 0 mais interessante
foi a correlacdo direta observada entre o aumento da p70S6k e o aumento da massa
muscular induzida pelo TF. Corroborando, estudos de causa e efeito com utilizacao
de rapamicina, um inibidor especifico de mTOR, foram desenvolvidos com intuido de
avaliar o papel chave da mTOR na hipertrofia muscular esquelética induzida pelo
treinamento resistido. KUBICA et al. (2004, 2005) utilizaram ratos machos Sprague-
Dawley submetidos a exercicio resistido agudo, em que observaram aumento na
sintese protéica do musculo gastrocnémio 16 horas apos o exercicio fisico, a qual foi
completamente prevenida pela administracdo de rapamicina 2 horas antes do
exercicio. Além disso, estudos relatam o aumento na fosforilacdo de GSK-3 via Akt,
inibindo sua atividade, e promovendo diminuicdo de elF2B imediatamente apés e 3
horas depois do treinamento resistido, suportando a hipGtese que esta via esta
envolvida na estimulacdo do aumento da sintese protéica em resposta ao exercicio
resistido (SAKAMOTO et al., 2004, ATHERSON et al., 2005).

Tentando mimetizar atrofia muscular esquelética foi observado o efeito do
destreinamento. Ao contrario da sinalizacdo descrita com treinamento resistido, o
musculo atrofiado foi associado com uma diminuicéo da fosforilacdo de Akt (LEGER
et al.,, 2006b). Além disso, uma diminuicdo da ativacdo da Akt sobre GSK-3[B foi
observada também no periodo de destreinamento, sugerindo que esta via também é
responsavel pelo processo de atrofia muscular mediante destreinamento fisico.

Alguns estudos tem mostrado o papel isolado do TF sobre a hipertrofia
muscular via miRNAs. McCARTHY & ESSER (2007) mostraram que apés 7 dias de
exercicio resistido, o musculo plantar revelou uma diminuicdo de 50% na expressao
dos miRNA-1 e -133, sugerindo que esta regulacdo negativa € necessaria para a
adaptacdo do musculo, incluindo a hipertrofia muscular. De acordo com os dados em
animais, no ser humano um sessao aguda de exercicio resistido resultou em uma
diminuicdo significativa na expressdo de mIiRNA-1 em musculo esquelético
(DRUMMOND et al., 2008), a fim de potencializar a ativacdo da cascata de
sinalizacdo IGF-I / Akt. Por outro lado, em humanos né&o treinados, 60 minutos de

exercicio aerébio foi mostrado aumentar a expressao dos miRNAs-1 e -133 no
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musculo vasto lateral; no entanto, ap6s 12 semanas de TF aerdbio, os niveis de
repouso dos miRNAs-1, -133a, -133b e -206 foram mais baixos do que pré TF
(NIELSEN et al., 2010). Da mesma forma, RUSSELL et al. (2013) relataram um
aumento da expressdo dos miRNAs-1, -133a, -133b e -181a juntamente com uma
diminuicdo da expressao dos miRNAs-9, -23, -23b e -31 em resposta ao exercicio
aerébio agudo. Estes mesmos autores descobriram que, ap6s 10 dias de TF
aerdbio, os miRNAs-1 e -31 ainda estavam aumentados e diminuidos,
respectivamente, e que o TF tinha induzido um aumento da expressao do miRNA-
29b. Empregando uma abordagem mais abrangente por microarray, KELLER et al.
(2011) demonstraram que 6 semanas de ciclismo diminuiram significativamente a
expressao dos miRNAs-1 e -133, juntamente com 0s miRNAs-101 e -455. Embora
estudos tenham investigado a expressao de miRNAs no musculo esquelético apds
exercicio agudo e crénico, a analise de vias de sinalizacdo por meio da expressao
de genes alvos tem sido pouco avaliados. Vale lembrar que ndo ha estudos de
expressdo de miRNAs nem em distlirbios musculares por DCV nem pelo efeito
terapéutico do TF.

O ativacdo da via de IGF-1/ Akt/ mTOR além de contribuir para o aumento
de sintese protéica, ela reduz a via de degradacdo. A Akt fosforilada inibe FoxO,
sequestrando-os para o citosol e impossibilitando de transcrever genes envolvidos
no processo de atrofia muscular, tais como, MAFbx/ atrogin-1 e MuRF1 (BODINE et
al., 2001; SANDRI et al., 2004; STITT et al., 2004; LATRES et al., 2005). Um dos
mecanismos que explica a resposta benéfica do TF na prevencdo da atrofia
muscular se refere a regulacdo de diferentes componentes do sistema ubiquitina
proteassoma, um importante regulador do catabolismo protéico, cuja atividade esta
alterada na insuficiéncia cardiaca e é restabelecida tanto em modelos experimentais
de insuficiéncia cardiaca (CUNHA et al.,, 2012; SOUZA et al.,, 2014), quanto em
individuos portadores de insuficiéncia cardiaca (CUNHA et al., 2012, GIELEN et al.,
2012) pelo exercicio aerdbio. Estudos mostram que FoxOl esta reduzida em
musculo esquelético humano hipertrofiado apds periodo de TF resistido quando
comparados com o periodo de pré-treinamento, o qual corrobora com os dados
prévios realizados em roedores e cultura celular (LEGER et al.; 2006a).

Embora a atividade da Akt estivesse reduzida no animal SHR, né&o

observamos alteracdo na expressdo das proteinas envolvidas nas vias de
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degradacéo dependente e independente de FoxO. Dessa forma, os resultados
indicam que a atrofia muscular encontrada em animais com HA cronica seja devido a

um prejuizo na via de sintese sem afetar a via de degradacéao protéica.

8.4 Efeito do treinamento aerdébio no perfil de expressdo de miRNAs e
alteracdes estruturais, funcionais e moleculares do vaso associadas a
hipertenséo

O remodelamento vascular é caracterizado pela reorganizacdo de vasos
sanguineos em resposta a estimulos fisioldgicos ou patolégicos. O inicio e a
progressdo da doenca vascular estdo estritamente relacionados com a saude do
interior da parede arterial. Trés camadas distintas definem a estrutura de um vaso
sanguineo, e a sua organizagcao € precisamente coordenada. A camada externa é
composta principalmente de tecido conjuntivo e € importante para a protecdo da
estrutura das camadas abaixo. A camada média é principalmente composta de
CMLYV organizadas em camadas Unicas ou multiplas, dependendo da localizacdo do
vaso, e é importante para a regulacdo da PA. A camada interna € composta por
células endoteliais, proporcionando uma superficie de protecdo perante o fluxo
sanguineo (QUINTAVALLE et al., 2011a; LAURENT & BOUTOUYRIE, 2015).

Artérias de resisténcia desempenham um papel crucial no controle da PA.
A resisténcia periférica em pequenas artérias (diametro de Iimen <350 um) e
arteriolas (diametro de limen <100 um) é responsavel por 45% a 50% da resisténcia
periférica total (MULVANY & AALKJAER, 1990; SCHIFFRIN, 1992; MULVANY,
2012), enquanto que os capilares (=7 um de didmetro de lumen) sdo responsaveis
por 23% a 30%. A lei de Poiseuille indica que a resisténcia é inversamente
proporcional ao raio a quarta poténcia. Assim, pequenas altera¢cdes no lumen arterial
resultam em mudancas significativas na resisténcia arterial (LAURENT &
BOUTOUYRIE, 2015).

Curiosamente, alteracdes estruturais em artérias de resisténcia de SHR ja
sao vistas na quarta semana de vida (com valores normais de PA), representadas
pela maior espessura da parede e razao parede-lumen de artérias mesentéricas de
resisténcia, antes mesmo do desenvolvimento da HA. Por outro lado, a presenca de

disfuncdo endotelial avaliada pelo relaxamento das artérias de resisténcia em
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resposta a ACh néao foi visivel nos SHR desta idade, indicando a necessidade de
niveis elevados de PA para a disfuncao neste leito vascular (RIZZONI et al, 1994).

O remodelamento vascular induzido pela HA é caracterizado por
alteracOes estruturais e funcionais de pequenas artérias e arteriolas contribuindo
para a reducdo no diametro luminar do vaso, reconhecido como a principal causa de
aumento da resisténcia periférica vascular e um preditor de eventos
cardiovasculares (INTENGAN & SCHIFFRIN, 2000; MELO et al., 2003; ROQUE et
al., 2013; LAURENT & BOUTOUYRIE, 2015).

As alteracdes estruturais presentes na HA dependerdo dos diferentes
fatores causais desta patologia e da progressédo da doenca, podendo o
remodelamento ser do tipo eutréfico, hipertréfico e hipotréfico. O remodelamento
eutrofico esta presente na maioria dos pacientes com HA essencial leve e SHR e
corresponde a uma reestruturacdo do vaso com uma reducao do diametro externo e
do limen do vaso (classificado como inward ou para o interior do vaso) com a area
de seccdo transversa preservada, resultando em maior razdo parede-limen
(INTENGAN & SCHIFFRIN, 2000; LAURENT & BOUTOUYRIE, 2015). Assim, a
reestruturacdo da mesma quantidade de parede em torno de um lumen reduzido
sem crescimento celular € uma maneira eficaz para normalizar o estresse da parede
circunferencial (FOLKOW et al. 1958). Dessa forma, estas alteragcbes estruturais
podem representar um mecanismo de protecdo contra a elevacédo da PA, em ultima
analise, evitando o aumento da tensdo da parede ao nivel dos capilares que séo
incapazes de resistir a esta tensdo (LAURENT & BOUTOUYRIE, 2015).

No remodelamento vascular hipertrofico podemos observar o crescimento
da camada média do vaso, resultando em uma reducdo do limen. O crescimento
desta camada do vaso pode ocorrer por um aumento no numero (hiperplasia) ou do
tamanho (hipertrofia) das CMLV, ou ainda de ambos os fatores (MULVANY et al.,
1985; MULVANY, 2012). Além disso, o crescimento da camada média do vaso pode
ocorrer devido a aumentada deposicdo das proteinas de matriz, principalmente o
coldgeno e a elastina, contribuindo para o desenvolvimento e manutengcédo da HA,
por atuar no remodelamento e na rigidez vascular (MCGRATH et al., 2005).

Na segunda etapa do projeto investigamos as alteracdes estruturais
induzidas pela HA crbnica em pequenas artérias femorais e em arteriolas

musculares. Em acordo com os dados da literatura, tanto as artérias femorais quanto
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as arteriolas musculares apresentaram um remodelamento vascular induzido pela
HA cronica.

Em artérias femorais e arteriolas musculares de SHR observamos uma
reducdo no diametro luminal acompanhada por um aumento da espessura da
parede resultando em um aumento exacerbado na relacdo parede-limen, sem
alteracdo do didmetro do vaso, mas com aumento na area de seccgao transversa o
que caracteriza um remodelamento do tipo hipertréfico para o interior do vaso. Com
a progressdao da HA, é possivel que o remodelamento eutrofico, comumente
observado em artérias de resisténcias de SHR e humanos com HA leve, evolua para
o hipertréfico (LAURENT & BOUTOUYRIE, 2015). Diferentes tipos de
remodelamento tém sido descrito em artérias e arteriolas de SHR, sendo estas
divergéncias principalmente decorrentes da idade, tipo e didametro da artéria
analisada (FEIHL et al., 2006, 2008).

Estudo conduzido por LI et al. (1997) mostraram que pequenas artérias
como a corondria, renal, mesentérica e femoral exibiram remodelamento com
hipertrofia para o interior do vaso de SHR em comparacdo com WKY. Por outro lado,
o tramento com Losartan, um inibidor do receptor de angiotensina Il tipo I, resultou
numa reducdo dependente da dose na espessura da parede e da relacdo parede-
limen em pequenas artérias dos quatro leitos vasculares estudados. Estas
alteracdes foram acompanhandas por reducdo da hipertrofia cardiaca patoldgica, da
disfuncéo endotelial e da PA em SHR tratados com Losartan. De fato, o tratamento
por meio da utilizacdo de farmacos tais como, antagonistas de canais de calcio,
inibidores do sistema renina-angiotensina e vasodilatores periféricos, é capaz de
reverter as alteracdes estruturais observadas em pequenas artérias e arteriolas (LI
et al. 1997; SCHIFFRIN & TOUYZ, 2004; LAURENT & BOUTOUYRIE, 2015). Estas
alteracbes sao devido a angiotensina 1l ser um determinante principal do
remodelamento de pequenas artérias, porque aumenta o crescimento das CMLV, a
deposicao de colageno, a contratilidade e induz a inflamac¢éo em animais e humanos
hipertensos (SCHIFFRIN & TOUYZ, 2004; LAURENT & BOUTOUYRIE, 2015).
Entretanto, poucos estudos investigaram o efeito do TF sobre este remodelamento,
sendo que este € o primeiro estudo a avaliar o efeito do TF aerdbio sobre o

remodelamento da artéria femoral de SHR.
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No presente estudo, observamos que o TF aerdébio normalizou este
remodelamento de pequenas artérias femorais e da arteriola muscular no grupo
SHR-T promovendo um aumento do diametro do lumen vascular, reducdo da
espessura da parede, da razdo parede-limen e da area de seccdo transversa do
vaso. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para o entendimento dos
mecanismos que levaram a correcdo das alteragOes estruturais observadas na
artéria femoral e arteriola muscular de SHR induzida pelo TF aerobio.

A inatividade fisica caracterizada por repouso de 60 dias em individuos
saudaveis acamados tem sido descrita por contribuir para um aumento da espessura
da parede, reducdo do diametro interno do vaso e maior razdo parede-limen da
artéria femoral. Por outro lado, o TF resistido realizado 3 vezes por semana mostrou
prevenir parcialmente o remodelamento da artéria femoral induzido pela inatividade
fisica (VAN DUIJNHOVEN et al., 2010).

ROQUE et al. (2013) mostraram que o TF aerdbio normalizou os
didmetros interno e externo de pequenas artérias coronarias contribuindo para
reversdo do remodelamento hipertréfico em SHR. Estas alteracbes foram
acompanhadas por uma reducdo da rigidez vascular induzida pelo TF aerdébio.
Entretanto, os autores ndao observaram mudancas dos parametros estruturais
induzidos pela HA em artérias mesentéricas de resisténcia em reposta ao TF
aerobio, embora o TF tenha sido efetivo em reduzir a rigidez deste leito vascular
acompanhada por uma reducéo do conteudo de colageno e elastina.

As arteriolas musculares de animais SHR foram descritas por serem
marcadamente hipertrofiadas, mas a relacdo parede-lumen foi normalizada nos
musculos locomotores (so6leo, gastrocnémio e gracil) e ndo locomotores (miocéardio e
diafragma), acompanhada por um aumento na densidade capilar induzida pelo TF
aerobio (MELO et al., 2003). Assim, os resultados sugerem que as alteracbes
estruturais mediadas pelo TF na HA contribuem por reduzir a resisténcia local e
melhorar a capacidade fisica da circulacdo, contribuindo, assim, para efeito de
reducéo da PA.

Além das alteracdes estruturais, a funcdo endotelial, essencial para a
regulacéo do controle vasomotor devido a sintese de fatores relaxantes derivados do
endotélio, tais como, o NO, a bradicinina, a prostaciclina (PGI2) e o EDHF (fator

hiperpolarizante derivado do endotélio) e fatores constritores derivados do endotélio,
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tais como, a angiotensina Il e a endotelina-1, contribue, sobremaneira, para a
regulacéo da resisténcia vascular na HA (DAVEL et al., 2011).

O NO é conhecido como um dos mais importantes fatores relaxantes
derivados do endotélio. Uma vez sintetizado, o NO se difunde para o musculo liso
vascular e ativa a enzima GCs (guanilato ciclase soluvel), a qual aumenta os niveis
intracelulares de GMPc (3',5-monofosfato ciclico de guanosina) por hidrolisar
moléculas de GTP (5 -trifosfato de guanosina). O GMPc ativa PKG (proteina quinase
G), uma quinase que promove o relaxamento do musculo liso vascular por reduzir as
concentracdes intracelulares de Ca®*, além de aumentar a atividade da fosfatase da
miosina de cadeia leve (MCL) reduzindo a contracdo muscular lisa vascular
(TRIGGLE et al., 2012). A reducéo nas concentragdes intracelulares de Ca®* ocorre
por Varios mecanismos, entre 0s quais podemos citar: o aumento da receptacédo de
Ca’* para o reticulo sarcoplasmatico, a saida de Ca?* para o meio extracelular por
estimulacdo da Ca?’ATPase da membrana, ao fechamento dos canais de Ca*
dependentes de voltagem, a abertura dos canais de K* ativados por Ca®*" e a
consequente hiperpolarizacdo da célula, resultando no relaxamento da musculatura
lisa vascular (TRIGGLE et al., 2012).

Na HA, a exposicdo constante a alta pressédo intraluminal conduz para a
ativacdo de células endoteliais, a liberacdo de mediadores inflamatérios e proé-
coagulantes e a aderéncia de neutrdéfilos e plaguetas. Como resultado, o endotélio
se torna disfuncional, com uma prejudicada vasodilatacdo e um fendtipo pro-
inflamatorio e pro-trombético da parede do vaso (LANDMESSER & DREXLER, 2007,
LAURENT & BOUTOUYRIE, 2015). A disfungcdo endotelial estd intimamente
associada com a lesdo do 6rgdo e o progndstico clinico em pacientes com HA
(FELMEDEN et al., 2003; LAURENT & BOUTOUYRIE, 2015).

Alteracdes na liberacdo dos fatores derivados do endotélio podem ser a
causa do prejuizo do relaxamento arterial na HA (GUERRERO et al., 2013, ROQUE
et al., 2013; PUZSEROVA et al., 2014). Por outro lado, diferentes resultados tém
sido descritos na literatura a respeito da resposta vasoditadora de artérias na HA,
indicando uma melhora (KONISHI & SU, 1983) ou nao alteracdo (PETROVA et al.,
2013) nesta resposta; podendo depender do leito vascular, dos diferentes protocolos

utilizados, da idade dos animais e do modelo de HA utilizado.
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Estudos com HA mostram disfuncéo endotelial com reducéo da resposta
vasodilatadora dependente de endotélio na artéria femoral de SHR jovens (7
semanas de idade) e SHR adultos jovens (22 semanas de idade) comparado aos
seus respectivos controles WKY, sendo esta disfuncdo mediada por um mecanismo
independente de NO (PUZSEROVA et al., 2014). GUERRERO et al. (2013) também
mostraram uma reducdo da resposta vasodilatadora dependente de endotélio na
artéria femoral de SHR comparado ao WKY. O TF preveniu este prejuizo na
resposta vasodiladadora induzida por ACh em SHR. O pré-tratamento dos anéis
femorais com L-NAME preveniu as diferencas de relaxamento entre os grupos,
sugerindo que a via de NO est4 envolvida na resposta vasodilatadora dependente
do endotélio em artéria femoral de SHR. Este prejuizo da resposta vasodilatadora
dependente do endotélio também foi vista em outros leitos vasculares, como nas
artérias coronarias e mesentéricas de SHR comparadas ao WKY. Além disso, o TF
aerébio em SHR foi efetivo em melhorar a resposta vasodilatadora dependente de
endotélio dessas artérias, sem alterar a resposta independente do endotélio
(ROQUE et al., 2013).

Por outro lado, estudos também tem descrito a ndo alteracdo da resposta
vasodilatadora em SHR, como demonstrado por PETROVA et al. (2013) em que a
resposta vasodilatadora dependente do endotélio da artéria femoral em SHR adultos
jovens (5 meses) e SHR de meia idade (12 meses) nédo foi alterada comparado ao
WKY. Os autores e outros na literatura encontraram que a artéria femoral de SHR
apresentava um aumento da vasoconstricdo em resposta a noradrenalina
comparada ao WKY (PETROVA et al., 2013; PUZSEROVA et al., 2014).

No presente estudo, ndo observamos nenhuma alteragao no relaxamento
dependente e independente do endotélio em artérias femorais de SHR comparado
ao WKY por meio da resposta dilatadora induzida por ACh (indutora da producao de
oxido nitrico) e por NPS (um doador de Oxido nitrico), respectivamente. Além disso,
também n&o encontramos alteracdo na resposta vasoconstritora induzida por FE em
artéria femoral de SHR comparada ao WKY. O TF aerébio ndo promoveu nehuma
alteracdo nestes parametros. Além disso, a presenca de L-NAME e a pré-contracéo
com KCI impediram por completo o relaxamento induzido por ACh das artérias

femorais de normotensos e hipertensos tanto sedentarios quanto treinados,
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demonstrando a participacado de NO e dos canais de K+ na resposta de relaxamento
dependente de endotélio nestas artérias.

A integridade da camada endotelial é fundamental para a homeostase do
sistema vascular; uma vez danificado, o endotélio pode contribuir para a patogénese
da HA. As células endoteliais apresentam papel de destaque no desenvolvimento,
manutencdo e remodelamento das redes vasculares; necessarias para a
angiogénese, um processo que envolve a proliferacdo, migracao e a diferenciacao
de células endoteliais (URBICH et al., 2008). Uma caracteristica marcante da HA € a
perda de microvasos funcionais e prejudicado processo angiogénico (LEVY et al.,
2001; FEIHL et al., 2006; BATKAI & THUM, 2011; LAURENT & BOUTOUYRIE,
2015). Dessa forma, a melhora da funcdo endotelial e a correcdo da rarefacéo
microvascular sdo de consideravel interesse como estratégias terapéuticas para HA
(GREENE et al., 1989; ANTONIOS et al., 1999; LEVY et al., 2001; FEIHL et al.,
2006, 2008; BATKAI & THUM, 2011; COFFMAN, 2011; ROQUE et al.,, 2013;
LAURENT & BOUTOUYRIE, 2015).

Diversos estudos sugerem que reguladores da biogénese de miRNA, bem
como miRNAs especificos, possam ser importantes na patogénese da disfuncéo
endotelial e reduzida capacidade angiogénica na HA. Em células endoteliais, a Dicer
€ expressa constitutivamente e tem um papel importante na angiogénese. A delecéo
da Dicer, tanto in vitro quanto in vivo resulta em prejudicada angiogénese
(KUEHBACHER et al., 2007; SUAREZ et al., 2007). No desenvolvimento
embrionéario, camundongos deficientes para Dicer morreram durante a metade da
gestacdo entre E12,5 e E14,5, mostrando uma prejuizo na formacédo de vasos
sanguineos e na vascularizagcdo do saco vitelino (YANG et al., 2005). A analise do
mecanismo molecular de regulagdo angiogénica dependente de Dicer revelou, como
esperado, uma alteracdo na expressdo de genes relacionados com 0 processo
angiogenénico. Reguladores criticos da angiogénese como o VEGF e o seus
receptores VEGFR1 e 2, eNOS, Tie-2 e angiopoetina- 4 (Angpt-4) foram
desregulados em resposta ao knockdown para Dicer (KUEHBACHER et al., 2007;
SUAREZ et al., 2007). Embora o mesmo perfil de expressdo de miRNAs e genes
alvo ndo tenham sido observados entre os estudos, isto mostra que a regulacéo

desse processo é altamente dindmico e que diferentes miIRNAs sd0 expressos
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espaco-temporalmente durante o desenvolvimento em comparacdo com células
endoteliais isoladas em cultura (URBICH et al., 2008).

O perfil de expressdo de miRNAs em células endoteliais revelou que
MiRNAs especificos sdo enriquecidos no endotélio e envolvidos no processo
angiogénico (miRNAs pro-angiogénicos-17-92 cluster, -23/-27, -126, -130a, -210, -
296, -378 e let-7f; miRNAs anti-angiogénicos -15b, -16, -20, -21, 92a, -221, -222, e -
328) (POLISENO et al., 2006; URBICH et al., 2008; SUAREZ & SESSA, 20009;
QUINTAVALLE et al., 2011). Além disso, a maioria desses miRNAs também foram
altamente expressos em artérias carétidas de ratos normais (JI et al., 2007),
sugerindo que estes miRNAs pertencem a uma assinatura de miRNA especifica da
vasculatura.

Na primeira etapa do projeto buscamos entre os angiomiRs (miRNAs
envolvidos no processo angiogénico) descritos, qual deles poderiam regular a
sobrevivéncia, a manutencdo e a formacdo de novos capilares. Entre eles, os
MiRNAs-16, -21, -126, -221 e -222 desempenham um papel conjunto no controle da
angiogénese e da integridade vascular.

O miRNA-126 é um miRNA exclusivamente expresso no endotélio e € um
importante regulador positivo da sinalizacdo angiogénica e de integridade vascular in
vivo. E codificado pelo intrén 7 do gene fator de crescimento epidermal (EGF).
Knockdown para o miRNA-126 durante a embriogénese de zebrafish ou a delecéo
do miRNA-126 em camundongos resultou em defeitos no desenvolvimento vascular.
Assim, camundongos deficientes para o mIiRNA-126 exibiram prejuizo na
angiogénese, ruptura do lumen vascular, hemorragia generalizada e parcial
letalidade embrionaria. Curiosamente, camundongos mutantes para o0 miRNA-126
gue completaram com sucesso a embriogénese exibiam diminuida capacidade
angiogénica e um aumento da mortalidade apods a ligadura coronaria em modelo de
infarto do miocardio. Aléem disso, as células endoteliais deficientes para 0 miRNA-
126 ndo conseguiram responder a fatores angiogénicos, incluindo o VEGF, o EGF e
o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) (WANG et al., 2008; FISH et al.,
2008; STASZEL et al., 2011; QUINTAVALLE et al., 2011; NAZARI-JAHANTIGH et
al., 2012). O miRNA-126 também esta envolvido na comunicagcéo celular, sendo
transportado por corpos apoptéticos com funcdo de uma molécula alarme apos
danos vasculares (ZERNECKE et al., 2009).
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Dois alvos diretos do miRNA-126 tem sido descritos, o SPRED1 e a
PIK3R2. As duas proteinas regulam negativamente a sinalizagdo de VEGF por inibir
as vias MAPK e PI3K/ Akt/ eNOS (WANG et al., 2008; FISH et al., 2008; Da SILVA
Jr et al., 2012). Corroborando, sites de predicdo bioinforméatica mostram que os
MiRNAs- 221 e -222 alvejam a eNOS e o c-kit (um marcador de células progenitoras
endoteliais), envolvidos no remodelamento vascular (URBICH et al., 2008; SUAREZ
& SESSA, 2009; QUINTAVALLE et al., 2011; BATKAI & THUM, 2011). Embora os
MiRNA-126, -221 e -222 promovam um papel importante na regulacdo da eNOS,
consequentemente na regulacdo do tdnus vascular, sobrevivéncia celular,
permeabilidade e angiogénese, ndo h&a estudos que tenham investigado o papel
desses miRNAS nas alteragfes vasculares induzidas pela HA.

A liberacdo de NO pelo endotélio tem um importante papel na
manutenc¢do do ténus basal do vaso, portanto, na regulacdo da PA e distribuicdo do
fluxo sanguineo, contribuindo de maneira importante para as propriedades
vasodilatadoras e para a manutencdo da estrutura microvascular. A disfuncéo
endotelial refere-se a reducdo nas propriedades vasoativas derivadas do endotélio,
sendo principalmente detectada por uma perda na biodisponibilidade de NO,
constantemente observada na HA (LANDMESSER & DREXLER, 2007,
GKALIAGKOUSI et al.,, 2009). O desequilibrio no controle do ténus vascular
observado na microcirculacdo de individuos com HA pode ser o resultado da
excessiva vasoconstricdo causando a oclusdo de arteriolas de resisténcia e a nao
perfusdo de capilares, induzindo a rarefagdo microvascular e a diminuicdo da
condutancia em paralelo da microcirculagdo muscular esquelética (GREENE et al.,
1989; ANTONIOS et al., 1999; LEVY et al., 2001; FEIHL et al., 2006, 2008). Além
disso, estudos demonstram que o0 estresse de cisalhamento endotelial conduz para
uma sustentada liberacdo de eNOS e a auséncia de fluxo sanguineo, e portanto de
NO, poderia conduzir a disfuncdo endotelial acompanhada por apoptose periférica e
posteriormente perda de vasos néo perfundidos na hipertensédo, promovendo assim
o quadro de rarefacdo microvascular (LEVY et al., 2001; FEIHL et al., 2006;
LAURENT & BOUTOUYRIE, 2015). Estudos com SHR demonstraram que a
normalizac&o da resisténcia vascular periférica mediada pela normalizacdo da razao
parede-limen vascular e da rarefacdo microvascular juntamente com a melhora da

funcdo endotelial sdo cruciais para a reducdo da HA induzida pelo TF aerdbio
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(AMARAL et al., 2000; 2001; MELO et al., 2003; ROQUE et al., 2013). Dessa forma,
a angiogénese € um essencial atributo para individuos hipertensos, visto que
melhora o aporte sanguineo para os tecidos auxiliando na reducdo da PA (LEVY et
al., 2001; MELO et al., 2003; SUZUKI, 2004; FEIHL, et al., 2006, 2008).

Os resultados da primeira etapa do estudo mostram pela primeira vez
uma reducdo na expressdo do miRNA-126 no soleo do animal SHR com 6 meses de
idade e um aumento na expressao de seu alvo PIBKR2 comparado ao WKY. O
aumento da PI3KR2 leva a uma inibicdo de PI3K e da via de sinalizacdo regulada
por ela como Akt/ eNOS. De fato, foi observado uma reducdo na expressao de
eNOS nestes animais, indicando um possivel papel desta via na rarefacdo capilar
destes animais. Por outro lado, o TF recuperou a expresséo do miRNA-126 e de seu
alvo PI3KR2 no animal SHR-T, além de reduzir a expressao dos miRNAs-221 e -222
nos animais WKY-T e SHR-T comparados ao controle, contribuindo para a correcao
na expressdo de eNOS nos SHR-T e aumento de sua expressdo nos WKY-T,
indicando um papel angiogénico do TF aerdbio no controle desta via de sinalizag&o.

Alvos validados do miRNA-16 sdo o VEGF e a proteina anti-apoptotica
Bcl-2 (URBICH et al., 2008; SUAREZ & SESSA, 2009; QUINTAVALLE et al., 2011;
CHAMORRO-JORGANES, et al., 2011). DEJEAN et al. (2011) demonstraram que 0
mMiRNA-16 interage diretamente com o mMRNA do VEGF na regido 3' UTR
promovendo a repressdo da traducdo protéica de VEGF. Os autores também
mostraram que o aumento do miRNA-16 resultou em reduzida angiogénese e
crescimento tumoral in vivo. Outro estudo mostrou que a superexpressao do miRNA-
16 reduziu a proliferacédo, a migracdo e a formacéo de tubos das células endoteliais
in vitro; e a superexpressao por lentivirus do miRNA-16 reduziu a capacidade das
células endoteliais de formar vasos sanguineos in vivo (CIMMINO et al.,, 2005;
CHAMORRO-JORGANES, et al., 2011). Além disso, 0 miRNA-16 tem sido mostrado
induzir a apoptose em células leucémicas por alvejar a proteina anti-apoptotica Bcl-2
(DEJEAN et al.,, 2011). De modo semelhante, estudos tém demonstrado que o
estresse de cisalhamento regula a expressdo desses miRNAs em células endoteliais
e que o miRNA-21 influencia a biologia endotelial por regular a apoptose (Bcl-2) e a
atividade da eNOS (WEBER et al, 2010; LIU et al., 2010).

Observamos que a HA também foi associada com aumento na expressao
dos miRNAs-16 e -21 periférica em paralelo com uma diminuigdo da expressao de
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VEGF e Bcl-2. O TF aerobio restabeleceu a expressdo desses parametros na HA,
Esta resposta foi acompanhada pela correcdo da rarefagdo capilar em SHR-T
induzidas pelo TF aerobio, indicando que a formacdo de novos capilares pode
depender do balanco entre os fatores pro-angiogénicos/ de sobrevivéncia e os
fatores anti-angiogénicos/ de morte celular.

Sabe-se que a eNOS estimula a expressdo de VEGF (DULAK et al.,
2000), conhecido como um dos principais reguladores da angiogénese e
sobrevivéncia celular (BYRNE et al., 2005). De fato, a delecéo/ inibicdo de VEGF
induz a uma reducao significativa na densidade capilar acompanhada por apoptose
celular (TANG et al., 2004; WANG et al., 2004). O VEGF liga-se ao VEGFR2 e ativa
a via de sinalizacdo PI3K/ Akt. Esta sinalizagdo aumenta a neovascularizacdo e a
migracdo das células endoteliais mediada por eNOS e inibi a apoptose por estimular
a expressao de proteinas anti-apoptéticas, como a Bcl-2 (GERBER et al., 1998;
NOR et al., 1999). Além disso, o fator pro-apoptético Bad € alvo da Akt. A Akt
fosforila Bad tornando-a inativa para sinalizagdo apoptoética (DATTA et al., 1997).

Aumentada sinalizacdo apoptética no musculo séleo de SHR tem sido
mostrado comparado ao WKY, com aumento da expressdo da proteina pro-
apoptoética Bax, da atividade da caspase 3 e da fragmentacdo do DNA, assim como
reducdo nos niveis protéicos de Bcl-2 (QUADRILATERO & RUSH, 2006; De
RESENDE et al., 2006). Consistente com os dados da literatura em mostrar maior
expressdo de proteinas pro-apoptéticas e reducdo das anti-apoptéticas na HA,
nossos resultados indicam que o musculo soleo de SHR apresenta um aumento na
expressdo de Bad e uma reducédo de Bcl-2 e Bcl-x, assim como uma diminuicdo da
da razéo p-Badserni2/Bad. Além disso, nossos resultados mostram que uma reducéo
da sintese de NO endotelial poderia contribuir para uma moderada troca da
homeostase redox em direcdo a um estado pro-oxidante corroborando para a
ativacdo da via de sinalizac&o pré-apoptotica microvascular, uma vez que o estresse
oxidativo mediado pela HA promove prejuizo da resposta vasodilatadora e apoptose
da célula endotelial associada com a perda de microvasos (KOBAYASHI et al., 2005;
VANHOUTTE et al., 2009).

Dessa forma, os resultados da primeira etapa do projeto aumentam nossa
compreensao dos mecanismos pelos quais mMiIRNAs modulam a homeostase

vascular. Eles mostram que os miRNAs-16, -21, -126, -221 e -222 trabalham
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conjuntamente na resposta angiogénica e na sobrevivéncia celular endotelial em
SHR induzida pelo TF aerobio.

Na segunda etapa do projeto, investigamos entre 0os mMiRNAsS
diferencilamente expressos pela HA cronica, selecionados a patir do microarray,
quais estariam envolvidos no controle da angiogénese e da integridade vascular.
Entre eles, o miRNA-205 foi um dos mais diferencialmente expressos com aumento
de 200% no grupo SHR comparado ao grupo WKY e reconhecido por alvejar um
conjunto de genes angiogénicos, sendo, portanto, foco do presente estudo.

O miRNA-205 foi recentemente descrito por ter o VEGF (YUE et al.,
2012), a Aktl (WANG et al.,, 2013), as SMADs1 e 4 (TABRUYN et al.,, 2013) e o
EGFR (PARK et al.,, 2014) como uns dos seus alvos validados. Além disso, o
MiRNA-205 tem como alvos preditos a eNOS, a FAK, a Bcl-2, o TGFa (factor de
crescimento transformante alfa), a Angpt-2 (angiopoetina-2), a p70S6K e o elF4E; o
que demonstra um forte envolvimento na regulagao angiogénica.

Sabidamente, angiogénese é um processo de multiplos passos que inclui
a integracao de diferentes vias de sinalizacdo. Além do papel chave do VEGF e da
eNOS no processo angiogénico, como demonstrado previamente, numerosos outros
participantes desse processo tém sido descrito por contribuir para a formacao de
novos capilares, por exemplo, o FGF-2, o TGFa, o EGF, as Angpt (angiopoetinas), o
PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), o HGF (fator de crescimento de
hepatdcitos), a FAK, o Colageno IV, entre muitos outros (RISAU, 1997, CARMELIET,
2003, GUSTAFSSON, 2011).

YUE et al. (2012) identificaram pela primeira vez que o miRNA-205 alveja
o0 VEGF. A expressao do miRNA-205 induz a apoptose e prejudica a viabilidade
celular das células de glioma, indicado como um potente supressor de tumor.
Curiosamente, alteracdo na expressdo do miRNA-205 tem sido observada na
Telangiectasia Hemorragica Hereditaria, uma doenca vascular autossémica
dominante, caracterizada pela mal formagédo arteriovenosa com auséncia dos
capilares, resultando em ligacBes diretas entre as artérias e veias, tornando-as
frageis e com tendéncia para a ruptura. Os autores observaram que o miRNA-205
desloca o equilibrio TGF- para o lado anti-angiogénico alvejando Smadl e Smad4.
Além disso, a superexpressdo do mIRNA-205 em células endoteliais reduz a
proliferagcdo, migracdo e formacdo do tubo endotelial, enquanto a sua inibicdo
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mostra os efeitos opostos (TABRUYN et al., 2013). Interessantemente, WANG et al.
(2013) foram os primeiros a gerar um camundongo Knockout para 0 miRNA-205, o
que gerou letalidade neonatal com prejuizo no desenvolvimento, com regido
epidérmica e crescimento do foliculo capilar severamente comprometida. Os autores
mostraram que a Akt fosforilada foi negativamente regulada com a delecdo do
mMiRNA-205 restringindo a proliferacdo das células tronco da pele, sendo validada
como alvo do miRNA-205.

Estudos também mostraram que o mMIRNA-205 pode ser regulado
diretamente pelo fator apoptético p53 (PIOVAN et al., 2012). Isto sugere que o perfil
de miRNA pode mudar em resposta a composi¢cdo do meio, uma vez que o aumento
de p53 aumenta a expressdo do miRNA-205; o que poderia estar acontecendo na
HA crénica, uma vez que o mMIRNA-205 esta aumentado nesta patologia.
Curiosamente, a FAK é conhecida por ser uma proteina critica que sequestra
proteinas pré-apoptoticas, tais como a p53, para mediar a sobrevivéncia celular
(CANCE & GOLUBOVSKAYA, 2008); além de ser um alvo predito do miRNA-205.
Assim, € possivel pensar que na HA, o aumento da expressdo do miRNA-205
conduziria a uma reducdo na expressao de FAK, levando ao aumento de p53, uma
vez que a FAK deixaria de inibi-lo, resultando no aumento do miRNA-205 induzido
por p53 e um ciclo vicioso em doencas vasculares.

De acordo com o nosso estudo de alvos validados a partir do conjunto de
mMiRNAs selecionados na HA, os genes p53 e KRAS (um dos trés membros da
familia oncogene RAS, o qual codifica pequenas GTPases envolvidas na sinalizacao
celular) tém sido apontados como 0s genes mais alvejados pelo conjunto de
mMiRNAs; indicando que a via de sobrevivéncia/ morte celular estd alterada nesta
patologia. A ativagdo de sinalizagdo RAS promove crescimento, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular. O oncogene KRAS promove tumorigénese por meio da
ativacdo de varias vias downstreams, incluindo PI3K/ Akt, ERK1/2 e Bad
(CAMPBELL et al., 2007). Em recente estudo, 0os autores mostraram que a
expressao do miRNA-96 estava reduzido, aumentando a expressao de KRAS com
acao proliferativa e anti-apoptética em pacientes com cancer de pancreas (YU et al.,
2012). Assim, os autores mostraram que o miRNA-96 regula negativamente a Akt
fosforilada via reducdo de KRAS, indicando o miRNA-96 como um candidato ao

tratamento de cancer de pancreas. Curiosamente, nés observamos um aumento de
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229% na expressdo do miRNA-96 na HA, o que poderia induzir a reducdo da KRAS
e da via de sinalizacdo Akt, contribuindo para um fendtipo antiproliferativo e pro-
apoptotico endotelial na HA, demostrado no presente estudo pela rarefacéo
microvascular via desbalanco dos fatores angiogénicos e apoptoticos.

Além da acdo descrita previamente, a FAK, uma tirosina quinase
citoplasmatica, desempenha um papel fundamental na sinalizacdo celular mediada
por fatores crescimento e integrina, reconhecida como um importante fator na
migracdo e proliferacdo celular, processo vital para a angiogénese (GOLIGORSKY
et al., 1999; ZACHARY & GLIKI, 2001; SHEN et al., 2005; BRAREN, et al., 2006).
Importante, a delecdo de FAK no endotélio de camundongos inibiu o crescimento do
tumor e reduziu a angiogénese tumoral. Além disso, em ensaios angiogénicos in vivo
a delecdo da FAK prejudicou a neovascularizacao induzida por VEGF. Além disso, a
delecdo da FAK em células endoteliais in vitro resultou em reduzida fosforilagcéo de
Akt estimulada por VEGF associada a reduzida proliferacdo celular e aumento da
morte celular (TAVORA et al.,, 2010). Em conjunto, estes dados sugerem que a
inibicdo farmacolégica da FAK prejudica a sua capacidade para modular
dinamicamente o citoesqueleto de actina e facilitar a migracdo e formacao de tubos
em células endoteliais, processos absolutamente necessario para que ocorra
angiogénese.

O colageno tipo IV (Col 1IV) é um componente importante da membrana
basal dos vasos sanguineos e desempenha um papel fundamental na regulacdo da
adesdo celular endotelial, migracdo, e angiogénese. WANG & SU (2011)
demonstraram que o NO aumentou a expressao da integrina av33, o principal
receptor do Col IV. Este resultado promoveu aumento da FAK fosforilada e
alteracOes na adeséo celular, migracdo e proliferagédo. De fato, o uso de RNA de
interferéncia para o Col IV ou o anticorpo netralizador da integrina avB3 inibiu os
efeitos de NO sobre a reparacéo, proliferacéo e formacéo de tubo endotelial ( WANG
& SU, 2011). Os autores mostraram que a regulacdo da expressédo de Col IV foi
mediada pela via cGMP-PKG uma vez que tanto o inibidor de PKG (KT5823) quanto
0 uso de RNA de interferéncia para PKG reduziram a expressao génica e protéica de
colageno 1V, assim como a angiogénese induzida por NO. Assim, os resultados
sugerem que o NO-GMPc-PKG inicia um fenétipo pré-angiogénico que regula
positivamente a sintese de Col IV, ativacdo de integrina/ FAK e a angiogénese.
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Corroborando, uma ativacdo de FAK via VEGFR2 tem sido descrito por poder se
associar seletivamente a integrina avp3, considerado um mecanismo atrativo por
integrar a sobrevivéncia das células e funcdes angiogénicas de VEGF (ZACHARY &
GLIKI, 2001).

O TGF-a é um fator de crescimento que se liga ao EGFR, o qual ativa
uma via de sinalizagéo para a proliferacao celular, inibicdo de apoptose, migracao e
angiogénese (RISAU, 1997, CARMELIET, 2003, GUSTAFSSON, 2011). Estudos
tem mostrado que o tamanho do infarto foi significativamente reduzido nos animais
tratados com TGF-a em comparagdo com os controles. Estes resultados foram
mediados por induzir a angiogénese, neurogénese e neuroprotecao apos acidente
vascular cerebral em resposta ao tratamento com TGF-a. Além disso, os autores
mostraram que pelo menos parte do efeito pré-angiogénico do tratamento parece ser
derivado da incorporacdo de células progenitoras endoteliais derivadas de medula
Ossea para 0s vasos sanguineos na regiao da borda do infarto (LEKER et al., 2009).
Outros estudos tem mostrado que o TGF-a, bem como VEGF e o bFGF podem ser
associados com a angiogénese e a progressao e metastase de carcinoma de célula
do eséfago (LI et al., 2000). Maiores elucidacdes dos mecanismos moleculares
envolvidos no processo angiogénico sdo necessarios. Além disso, nenhum estudo
foi publicado até o presente momento sobre os mecanismos angiogénicos induzidos
tanto pela HA quanto pelo TF via acdo de miRNAs.

Nés observamos uma reducdo da expressdao de diversos fatores
angiogénicos induzidos pela HA cronica, entre eles podemos destacar a reducéo da
expressao génica de Ang (angiogenina), Angpt-1 e 2, Col IV, Egf, Eng (endoglina),
Fof, Fnl (fibronectinal), Hifla, Igf-l, Vegfr2/ Kdr, Pecam, Fak, Tgf-a, Timp3 e Vegfa
e b. Esta reducao foi confirmada para alguns desses genes avaliados por meio da
expressao protéica. As expressoes protéicas de VEGF-A, VEGFR2/ KDR, p-Aktsers73,
eNOS, p-FAKgerz97, TGF-a e Bcl-2 foram reduzidas no musculo séleo de SHR com 9
meses de idade, o que sugere um prejuizo da sinalizagdo angiogénica na HA
cronica. Interessantemente, a expressdao do miRNA-205 foi aumentada no séleo de
SHR comparado ao WKY, indicando uma desativacéo da via de sinalizacdo VEGF/
FAK/ Akt/ eNOS/ Bcl-2 e fatores de crescimento TNF-a e Angpt pelo miRNA-205.
Dessa forma, o miRNA-205, por intermédio de seus alvos validados e preditos,
poderia atuar globalmente na regulacdo do processo angiogénico, por induzir a
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formacao de novos capilares e promover a integridade vascular inibindo a apoptose
em favor da sobrevivéncia celular na HA.

Similar ao miRNA-205, os miRNAs-1, -96, -140, -146b-5p, -182 e -665
foram diferencialmente expressos e aumentados na HA comparado ao WKY,
sugerindo uma grande participante deles nas alteragdes vasculares induzidas pela
HA. O miRNA-1 tem como alvos validados o FGF2 (SELBACH et al., 2008), o IGF-I
(ELIA et al., 2009), o EGFR (SELBACH et al., 2008), a Fn1 (WANG et al., 2011), a
PI3K e a Akt (CHEN et a., 2012) e preditos o VEGF, a eNOS, a Bcl-2 e 0 TGF-a. O
MiRNA-96 tem como alvos validados a Aktl (VISHWAMITRA et al., 2012) e preditos
0s gene Fnl, Angpt, Pi3K e a p70S6k. O miRNA-140 tem como alvos preditos o
VEGFR2/ KDR, eNOS e a Bcl-2. O miRNA-146b-5p tem como alvo validado o EGFR
(HURST et al., 2009) e preditos a Bcl-2, o Fnl e o FGF2. O miRNA-182 os alvos
preditos Bcl-2 e EGFR e 0 miRNA-665 os alvos preditos VEGFR2/ KDR, Angpt,
TGF- a e Bcl-2.

Assim, os resultados indicam uma acdo conjunta desses 7 miRNAs na
regulacdo da angiogénese via acdo de diversos fatores de crescimento e
componentes de matriz. O TF aerdbio conseguiu corrigir os valores de expresséo
génica dos genes descritos e das proteinas VEGF-A, VEGFR2/ KDR, p-Aktsers7s,
eNOS, p-FAKgerz97, TGF-a e Bcl-2 no musculo séleo de SHR-T, sem alteracdo na
expressao protéica de VEGF-B, VEGFR1/ Flt1, Angpt-2 e p-Erkrhro2/myr204 tanto pela
HA quanto pelo TF aerdbio. Estes resultados foram acompanhandos pela reducéo
parcial dos miRNAs-96, -146b-5p, -182 e -205 e correcdo na expressdo dos miRNA-
1, -140 e -665 no soOleo de SHR-T comparado ao WKY. Em conjunto, nossos
resultados demonstram pela primeira vez a contribuicdo do TF aerdbio no controle
de um conjunto de miRNAs na correcao da rarefagdo microvascular, aumentando a
ativacdo da via angiogénica e recuperando a integridade vascular em animais com
HA cronica.

A FIGURA 74 ilustra os miRNAs e genes alvo envolvidos na via de

sinalizacdo angiogénica em resposta a HA e ao TF aerobio.
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Representacdo esquematica de miRNAs envolvidos na regulacédo da
sinalizacdo angiogénica. Fatores de crescimento como VEGF, FGF2,
Angpt, TGF-a e IGF-I e componentes da matriz como Fn (fibronectina)
e Col IV (colageno IV) aumentam a atividade das vias de sinalizacéo
mediada por FAK, p38, PI3K/ Akt e RAS contribuindo para a
angiogénese. A via mais conhecida é medida por VEGF/ VEGFR2
ativando a via da PI3K/ Akt. O estado ativado de Akt estimula a
sintese de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2, aumenta a
expressdo de eNOS estimulando a permeabilidade e a sobrevivéncia
celular e ativa a p70S6k estimulando a proliferagdo endotelial.
Concomitantemente, a via sinalizada por VEGF/ VEGFR2 também
ativa a FAK contribuindo para a sobrevivéncia e migracdo da célula
endotelial, podendo também ser ativada por compenentes da matriz.
O presente estudo tém mostrado que os miRNAs-1, -96, -140, -146b-
5p, -182, -205 e -665 regulam negativamente a via angiogénica por
alvejarem diversos genes da via. A HA cronica foi mostrada aumentar
significativamente a expressdao desses miRNAs selecionados com
base na analise do perfil de expressdo por microarray de miRNA.
Portanto, o aumento na expressao desses miRNAs levou a reducédo
desta via de sinalizacdo pela HA crbénica promovendo a rarefacéo
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capilar, ao passo que, o TF corrigiu esta sinalizacao restabelecendo a
rede microvascular. As linhas vermelhas indicam a funcéo inibidora
dos miRNAs identificados na célula endotelial. Os miRNAs
identificados em vermelho representam miRNAs com alvos ja
validados na literatura, enquanto os miRNAs identificados em azul
representam miRNAs com alvos ainda preditos.
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9 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a rarefacdo capilar, a
mudanca no perfil de fibras e a atrofia muscular advindas da progressdo da HA
envolve alteracdo de um conjunto de miRNAs e genes alvo comprometidos com a
falha do processo angiogénico, ativacdo de vias apoptoticas e reduzida sintese
protéica. O TF aerobio participa do restabelecimento muscular e vascular na HA por

corrigir estas alteracdes via acdo de miRNAs.

10 PERSPECTIVAS

Apesar das opc0Oes terapéuticas atualmente disponiveis para o tratamento
da HA, as alteragbes na funcdo e estrutura vascular associadas a esta patologia
persiste em grande numero de pacientes e as lesées em 6érgaos-alvo, como no
coracdo e musculo esquelético, ainda representam uma complicacdo bastante
significativa. Portanto, o estudo de novas e potenciais terapias, como 0 uso de
mMiRNAS, para o tratamento desses danos associados a HA deve ser estimulado.

Os dados apresentados contribuem para o nosso conhecimento da
participacdo conjunta dos miRNAs nas adaptac6es musculares e vasculares e sao
importantes porque nos permite avancar para melhor elucidar o papel dos miRNAs
no exercicio e na patologia.

Desse modo, a identificagcdo de perfis de miRNAs especificos para DCV e
em tecido especifico abre perspectivas para estudos futuros, utilizando miRNAs
como biomarcadores de diagndstico clinico e como agentes terapéuticos por meio

da superexpressao ou inibicao.
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Exercise Training Prevents the Microvascular Rarefaction in
Hypertension Balancing Angiogenic and Apoptotic Factors

Role of MicroRNAs-16, -21, and -126
Tiago Fernandes, Flavio C. Magalhies, Fernanda B. Rogue, M. lan Phillips, Edilamar M. Oliveira

Abstract—Aerobic exercise training (ET) lowers hypertension and improves patient outcomes in cardiovascular disease.
The mechanisms of these effects are largely unknown. We hypothesized that ET modulates microENAs (miENAs)
involved in vascularization. miRNA- 16 regulates the expression of vascular endothelial growth factor and antiapoptotic
protein Bel-2. miRNA-21 targeis Bel-2. miRNA-126 functions by repressing regulators of the vascular endothelial
growth factor pathway. We investigated whether miBENA-16, -21 and -126 are modulated in hypertension and by ET.
Twelve-week-old male spontaneously hypertensive rats (SHEs: n=14) and Wistar Kyoto (WKY: n=14) rats were
assigned to 4 groups: SHEs, trained SHRs (SHR-T), Wistar Kyoto rats, and trained Wistar Kyoto rats. ET consisted of
10 weeks of swimming. ET reduced blood pressure and heart rate in SHR-Ts. ET repaired the slow-to-fast fiber type
transition in soleus muscle and the capillary rarefaction in SHRE-Ts. Soleus miENA-16 and -21 levels increased in SHREs
paralleled with a decrease of 48% and 23% in vascular endothelial growth factor and Bel-2 protein levels, respactively.
Hypertension increased Bad and decreased Bel-x and endothelial NO synthase levels and lowered p-Bad,.;,-:Bad ratio.
ET in SHE-Ts reduced miRMNA-16 and -21 levels and elevated vascular endothelial growth factor and Bel-2 levels. ET
restored soleus endothelial NO svnthase levels plus proapoptotic and antiapoptotic mediators in SHR-Ts, indicating that
the balance betwesn angiogenic and apoptolic factors may prevent microvascular abnormalities in hypertension.
miENA-126 levels were reduced in SHRs with an increase of 51% in phosphoinositol-3 kinase regulatory subunit 2
expression but normalized in SHRE-Ts. Our data show that ET promoted peripheral revascularization in hypertension,
which could be associated with regulation of select miRENAs, suggesting a mechanism for its potential therapeutic
application in vascular diseases. (Hvperfeasion. 201 2:5%part 2]:513-52(.) # Online Data Supplement

Key Words: exercise training m angiogenesis m hypertension m microRNA m VEGF m Bcl-2

erobic exercise traiming (ET) is an established, nonphar-
macological ol for prevention and treatment of hyper-
tension, involving a decrease in the incidence of cardiovas-
cular events.'-3 ET improves endothelial function,
counteracts microvascular rarefaction, and decreases blood
pressure in hypertension.’ However, the molecular mecha-
nisms underlying these effects by ET in hypertension are
poorly understood. Endothelial microRNAs (miRNAs) are
potential therapeutic targets for tackling capillary rarefaction
and defective angiogenesis in hypertension® We hypothe-
sized that ET modulates specific angiogenesis-related miR-
MNAs in hyperiension.
miENA profiles of endothelial cells have been repored
and several highly expressed miRNAs identified wath angio-
genic factors as putative mENA targets {proangiogenic miR-
MAs: -17 to 92 cluster,-126, 130a, -210, -206, -378, and
let-TF, anttangiopenic miRNAs: -15b, -16, -20, 21, -02a,
-221, -222, and -328), according to prediction algonthms 57

However, the specific targets and functions in endothehal
cells related to angiogencsis have only been charactenized for
a few of these miRNAs. Among the miBENAs involved in the
survival, maintenance, and formation of new capillanes,
miRNA-16, -21, and -126 play a well-known role in the
control of angiogenesis and vascular integrity 411

In animals with knockdown of mBNA-126, endothelial
cell migration was impaired dunng vessel growth >0 Mo-
becular level analysis revealed that muRNA-126 repressed
sprouty-related protein | and phosphoinositol-3 kinase regu-
latory subunit 2 (PI3KR2, also known as pB3-B), which
negatively regulates vascular endothehal growth factor
{(VEGF) signaling via VEGF receptor (VEGFR) 2, mitogen-
activated protein kinase, and phosphabidylinositol 3-kinase
(PI3K) pathways ' [ndeed, YEGF and antiapoptotic pro-
tein Bel-2 have been identified by bicinformatic approaches
and subsequently validated as targets to miIBNA-16 in endo-
thehal cells, showing that mimetics of these maRN As reduced
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