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Resumo

Ferreira-Santos L. Influéncia dos microRNAs nos fatores angiogénicos e
antiangiogénicos na via do fator de crescimento endotelial vascular em
pacientes com doenca arterial coronariana [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2020.

INTRODUCAO: A disfuncio endotelial e inflamac&o s&o marcadores da doenca
arterial coronariana (DAC). Alguns microRNAs(miRNAS) circulantes expressos
no endotélio vascular e reguladores da via da angiogénese tém sido descritos
na DAC. Contudo, ndo é conhecida a expressao destes miRNAs localmente, na
musculatura esquelética, e sua associacdo com o fluxo sanguineo periférico e
com os fatores angiogénicos e antiangiogénicos da via do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) na DAC. Sendo assim, 0s objetivos deste estudo
foram avaliar as expressdes dos miRNAs-126, -16, -21 e 92a teciduais e
circulantes em pacientes com DAC, a expressao génica e proteica tecidual dos
fatores angiogénicos e antiangiogénicos da via do VEGF, avaliar o fluxo
sanguineo periférico (FSP), bem como, avaliar se a expressdao dos miRNAs
estava associada com o FSP e com as express0es proteicas nesses pacientes.
METODOS: Vinte e dois pacientes com DAC, sem disfuncdo ventricular (55+1
anos) e quatorze individuos controles saudaveis (CS) foram selecionados. Foi
realizada coleta de sangue para avaliacdo dos miRNAs circulantes e bidpsia do
vasto lateral para avaliar os miRNAs teciduais e as expressfes génica e
proteica. Os miRNAs e genes foram analisados por RT-gPCR, as proteinas por
western blotting, e o fluxo sanguineo periférico pelo ultrassom com Doppler
(shear rate, SR) e pletismografia de oclusédo venosa (fluxo sanguineo muscular,
FSM). A presséao arterial média (PAM, oscilométrica) e frequéncia cardica (FC,
eletrocardiograma) foram avaliadas. RESULTADOS: A expressédo dos miRNAs
teciduais -126, -16 e -21 estava reduzida no grupo com DAC comparado ao
grupo CS, (72+6 vs. 100+10, p=0,03; 725 vs. 10011, p= 0,03; 668 vs.
100411, p=0,04; respectivamente). O mesmo comportamento foi observado
para os miRNAs circulantes. A expresséao tecidual e circulante do miRNA-92a
foi semelhante entre os grupos. A expressdo génica de PI3KR2 estava
aumentada (p=0,02), enquanto a iINOS (p=0,02) e Bcl-2 (p=0,01) estavam

diminuidas na DAC em relacdo ao grupo CS. A expressao génica dos demais



fatores avaliados néo foram diferentes entre os grupos. Em relacdo a
expressdo proteica tecidual, os fatores Bad, Bcl-2 e VEGFR-2 estavam
aumentados (p<0,05), o pERK1/2/ERK1/2 estava diminuido (p=0,047) e o p-
Akt/Akt mostrou uma tendéncia (p= 0,06) a estar diminuido na DAC. Os demais
fatores avaliados foram semelhantes entre os grupos. Em repouso, o FSM do
antebraco e da perna, a condutancia vascular do antebraco e da perna (CVA e
CVP, respectivamente), a PAM e a FC né&o foram diferentes entre os grupos.
Entretanto, durante o exercicio de handgrip e de perna o grupo DAC
apresentou menor resposta de CVA e CVP em relagcédo ao grupo CS. O padréo
de fluxo, shear rate (SR) anterégrado e médio das artérias braquial e femoral,
foram menores no grupo DAC em relacdo ao grupo CS. J4, os SR retrégrado e
SR oscilatério foram semelhantes entre os grupos. O miRNA-126 apresentou
associacdo com a expressdo proteica da PI3BKR2 e o miRNA-16 com o
VEGFR-2. Nao observamos associacdo entre os miRNAs circulantes e os
padroes de fluxo braquial e femoral. Contudo, o miRNA-92a tecidual
apresentou associacdo com o SR anterogrado. Interessantemente, os miRNAs
-126, -16 e -21 circulantes estavam associados ao FSM e a CVA de braco tanto
em repouso como durante o exercicio. Ja, na perna, observamos somente
associacdo entre 0 miRNA-16 e o FSM. CONCLUSOES: Pacientes com DAC
apresentam menor expressao dos miRNAs -126, -16 e -21 tanto circulantes
guanto teciduais. Estes angiomiRs envolvidos na via do VEGF estéo alterados,
0 que pode interferir na expressdo de genes-alvo, alterando o processo de
angiogénese, ativacao de via apoptética e de sintese proteica. Além disso, foi
observada uma associagao positiva entre os c-miRNAs -126, -16 e -21 com a
CVA em repouso e durante o exercicio, sugerindo dessa maneira, a influéncia

desses angiomiRs na modula¢éo da funcéo vascular.

Descritores: MicroRNAs; Doenca da artéria coronariana; Fluxo sanguineo

regional; Fatores angiogénicos; Efeito antiangiogénese; Vasodilatagéo.



Summary

Ferreira-Santos L. Influence of microRNAs on angiogenic and antiangiogenic
factors in the pathway of vascular endothelial growth factor in coronary artery
disease patients [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo”; 2020.

INTRODUCTION: Endothelial dysfunction and inflammation are hallmarkers of
coronary artery disease (CAD). Some circulating microRNAs (miRNAS)
expressed in the vascular endothelium and regulators of the angiogenesis
pathway have been described in CAD. However, the local expression in skeletal
muscle of these miRNAs is unknown in CAD patients, as well as the association
of these mMiRNAs with peripheral blood flow and with angiogenic and
antiangiogenic factors of the vascular endothelial growth factor (VEGF) pathway
in these patients. Therefore, the aims of this study were to evaluate the tissue
and circulating miRNAs-126, -16, -21 and 92a expressions in CAD patients, the
tissue gene and protein expression of the angiogenic and antiangiogenic factors
of the VEGF pathway, to evaluate the peripheral blood flow (PBF), and to
evaluate if the miRNAs expressions were associated with the PBF and with the
protein expressions in these patients. METHODS: Twenty-two CAD patients
without ventricular dysfunction (55+1 years) and fourteen healthy control
subjects (CS) were selected. A blood sample was collected to assess
circulating miRNAs and the vastus lateralis biopsy was made to assess tissue
mMiRNAs, genes and protein expressions. The miRNAs and genes were
analyzed by RT-gPCR, proteins by western blotting, and peripheral blood flow
by Doppler ultrasound (shear rate, SR) and venous occlusion plethysmography
(muscle blood flow, MBF). Mean arterial pressure (MAP, oscillometric) and
cardiac frequency (HR, electrocardiogram) were assessed. RESULTS: The
tissue expressions of the miRNAs -126, -16 and -21 was reduced in the CAD
group compared to the CS group, (72 £ 6 vs. 100 = 10, p = 0.03; 72 + 5 vs. 100
+ 11, p=0.03; 66 £ 8vs. 100 = 11, p = 0.04; respectively). The same behavior
was observed for circulating miRNAs. The tissue and circulating expression of
mMiRNA-92a was similar between groups. The gene expression of PI3BKR2 was
increased (p= 0.02), while INOS (p=0.02) and Bcl-2 (p=0.01) were decreased in



CAD compared to the CS. The gene expression of the other evaluated factors
was not different between groups. Regarding tissue protein expression, the
factors Bad, Bcl-2 and VEGFR-2 were increased (p<0.05), pERK1/2/ERK1/2
was decreased (p=0.047) and p-Akt/Akt tended to be decreased (p= 0.06) in
CAD patients. The other factors evaluated were similar between groups. At rest,
the forearm and leg MBF, the forearm and leg vascular conductance (FVC and
LVC, respectively), MAP and HR were not different between groups. However,
during the handgrip and leg exercise, the CAD group had a lower FVC and LVC
response compared to the CS group. The flow pattern, antegrade and medium
shear rate (SR) of the brachial and femoral arteries were lower in the CAD
group compared to the CS group. The retrograde and oscillatory SR were
similar between groups. MiRNA-126 was associated with PISKR2 protein
expression and miRNA-16 with VEGFR-2. We did not observed associations
between circulating miRNAs and brachial and femoral flow patterns. However,
tissue mMiRNA-92a was associated with antegrade SR. Interestingly, circulating -
126, -16 and -21 miRNAs were associated with FBF and FVC at rest and during
exercise. On the other hand, in the leg exercise, we only observed an
association between miRNA-16 and the FBF. CONCLUSIONS: Patients with
CAD have reduced circulating and tissue miRNAs -126, -16, and -21
expressions. These angiomiRs involved in the VEGF pathway are altered in
these patients, which could interfere in the expression of target genes, altering
the process of angiogenesis, activation of the apoptotic pathway, and protein
synthesis. In addition, a positive association was observed between c-miRNAS -
126, -16 and -21 with FVC at rest and during exercise, thus suggesting the

influence of these angiomiRs on the modulation of vascular function.

Descriptors: MicroRNAs; Coronary artery disease; Regional blood blow;

Angiogenesis inducing agents; Angiogenesis inhibitors; Vasodilation.



Introducao



1-INTRODUCAO

Os dados mais recentes da Organizacdo Mundial da Saude mostram
que as doencgas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT) foram responséaveis por
40,5 milhGes (71%), das 56,9 milhGes de mortes no mundo todo*. S6 em 2016,
mais de trés quartos das mortes por DCNT (31,5 milhdes) ocorreram em paises
de baixa e média renda, sendo que as mortes que aconteceram nesses paises
antes dos 70 anos de idade corresponderam a 46% do total de mortes. As
principais causas de mortes por DCNT em 2016 foram por doencas
cardiovasculares (DCV, 17,9 milhdes), cancer (9,0 milhdes), doencas
respiratorias (3,8 milhdes), incluindo asma e doenca pulmonar obstrutiva
cronica, e ainda a diabetes que causou mais 1,6 milh6es de mortes. Neste
cenario, evidencia-se que a DCV é a primeira causa de morte dentre as
DCNT?!. No Brasil, dados do Departamento de Andlise de Salde e Vigilancia de
Doencas Nao Transmissiveis, Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério
da Saude mostram um quadro bem semelhante, sendo que, no ano de 2019
ocorreram 734.454 6bitos por DCNT, onde as doencas do aparelho circulatério
foram responsaveis por 362.273 (49,3%) das mortes no pais?. Dentre as
doencas do aparelho circulatério, a doenca isquémica do coracao foi a primeira
causa de 6bitos com 116.766 mortes nesse ano?, sendo que a doenca arterial
coronariana (DAC) aparece como a de maior prevaléncia no mundo e no Brasil.

Sabidamente, grande parte das morbidades associadas a DAC séo
causadas por comportamentos modificaveis, tais como, uso do tabaco, uso
nocivo do alcool, dieta ndo saudavel e inatividade fisica. Esses quatro

comportamentos podem desencadear quatro alteracOes



metabdlicas/fisiologicas principais como 0 aumento da pressdo arterial, da
glicemia, do colesterol e do sobrepeso/obesidade!. Em conjunto, todas essas
alteracdes contribuem para o surgimento da placa aterosclerética, levando a
modificacdes na estrutura e funcdo das artérias coronarianas, desencadeando
acOes inflamatorias com liberacdo de citocinas, ocasionando a diminuicao da
oferta de oxigénio para o miocardio.

Sabe-se que as células endoteliais (EC) e as células do musculo liso
vascular (VSMC), componentes essenciais dos vasos sanguineos, tém
participacdo importante na ocorréncia e no desenvolvimento da aterosclerose.
Adicionalmente, macréfagos ativados pela cascata inflamatéria terdo papel
central no inicio da aterosclerose, crescimento e ruptura de placas
ateroscleréticas®®

Sabe-se que a formacdo de placa aterosclerética ocorre em mais de
90% dos casos diagnosticados de DAC, sendo a sua principal causa. Com
isso, podemos dizer que a DAC é uma doenca decorrente de um processo
aterosclerotico inflamatério complexo, que envolve varios mecanismos, dentre
eles, 0 aumento de estresse oxidativo e ativacdo plaquetéria e trombdética que
levam a disfungdo endotelial®”.

A disfuncd@o endotelial é caracterizada pelo desbalanco entre os fatores
vasodilatadores e vasoconstritores derivados do endotélio devido,
principalmente, a diminuicdo da producédo e/ou da biodisponibilidade de éxido
nitrico (NO)®8, o que pode levar a diminuicdo da integridade vascular e
alteracdo no processo de angiogénese. Assim, devido a disfuncéo endotelial,
pacientes com DAC sofrem um processo de remodelamento vascular,

rarefacdo capilar e consequentemente, redugdo do fluxo sanguineo (Figura 1)



resultando em menor aporte de oxigénio para as areas afetadas, o que pode
provocar isquemia e agravamento do quadro clinico desses pacientes®,

afetando ndo apenas o coracdo, mas também, a periferia.
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Figura 1. A doenca arterial coronariana (DAC) associada a presenca de fatores de
risco, aumenta o estado inflamatério celular levando a diminuicdo da
integridade vascular e da angiogénese e ao aumento da disfuncdo
endotelial, o que ird impactar diretamente na redugdo do fluxo sanguineo.
VLDL, lipoproteina de muito baixa densidade; LDL, lipoproteina de baixa
densidade; HDL, lipoproteina de alta densidade; NO, 6xido nitrico; EROs,
espécies reativas de oxigénio. Desenho criado com a ajuda do programa
Smart Servier Medical Art°,

Interessantemente, o endotélio quando saudavel apresenta equilibrio na
producdo de fatores reguladores de vasoconstricdo, vasodilatacdo e
inflamagéo, com isto podendo limitar o desenvolvimento de aterosclerose,

porém na presenca de fatores de risco, o endotélio sofre disfuncdo, o que



altera sua capacidade de protecdo, causando desregulacdo na liberacdo de
fatores vasodilatadores e vasoconstritores essenciais para a homeostase
vasculart’®3, O endotélio vascular é responsavel por integrar estimulos
mecanicos e hormonais e assim iniciar uma cascata de sinalizacdo com
secrecdo de varias proteinas e moléculas mediadoras para que ocorra a
regulacédo do vaso sanguineo de acordo com a demanda?3. Para isso, regula a
permeabilidade de lipoproteinas do plasma, adesao de leucécitos, liberacdo de
fatores antitrombdéticos e proé-trombaoticos, fatores de crescimento e substancias
vasoativas ou vasoconstritoras'. Assim, a presenca de disfuncédo nas células
endoteliais desempenha papel chave na fisiopatologia da doenca
aterosclerotica.

De fato, ja estd bem descrito na literatura que algumas patologias como
a DAC, o infarto agudo do miocardio (IAM) e a insuficiéncia cardiaca (IC)
podem levar a diminuicéo tanto do fluxo coronariano!® quanto do fluxo muscular
periférico em repouso’®'® e também durante manobras fisiolégicas como o
exerciciol”18

A angiogénese é o processo de formacdo de novos capilares que ocorre
por crescimento vascular por divisdo (intussusceptiva), onde a parede do vaso
se estende em dire¢cdo ao lumen ocorrendo a sua divisdo em dois, ou por
formacdo de novos capilares a partir dos capilares pré-existentes
(brotamento)!®. Este processo é regulado por uma complexa interacdo de
fatores angiogénicos e antiangiogénicos sendo muito importante para o
desenvolvimento e a homeostase dos tecidos.

Sabe-se que algumas condicbes fisiolégicas podem atuar na

manutencao da vasodilatacdo e angiogénese, tais como, shear stress, hipdxia,



aumento do fluxo sanguineo, fatores de crescimento e hormdnios que
sinalizam para o aumento da expressdo da enzima Oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS)®2°, Nesse sentido, um mecanismo essencial na via
intracelular angiogénica é a sinalizacdo pelo fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF). O VEGF é uma glicoproteina atuando, entre outras funcdes,
na migracdo e proliferacdo das células endoteliais?! e, estimulando a producéo
de eNOS por meio do aumento da expressao génica e proteica para o aumento
do NO?2. Este processo de aumento na biodisponibilidade do NO ocorre pela
via de sinalizacdo da PI3K (fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato) e da AKT (proteina
quinase B, PKB)?3. O VEGEF se liga, principalmente, aos receptores VEGFR-1
(FIt-1)>* e VEGFR-2 (FIk-1 ou KDR)?. Estes receptores participam da via da
angiogénese e manutenc¢édo da integridade vascular®®. O VEGFR-2 é o receptor
que tem maior participacdo no processo de angiogénese, pois esta envolvido
no processo de diferenciacdo de células endoteliais?’ e sobrevivéncia celular?.
Assim, as principais fungbes dos receptores VEGFR-1 e VEGFR-2 estdo
ligadas ao desenvolvimento do sistema vascular, o que tem sido documentado
em estudos experimentais?®°. De fato, estudo com camundongos em que o
gene do receptor VEGFR-2 era silenciado, os pesquisadores observaram que 0
embrido morria no nono dia do seu desenvolvimento, o que foi atribuido a
deficiéncia observada na vasculogénese e também a falta de formacao da rede
sanguinea nesses animais?®. Corroborando com esses resultados, estudo
realizado por Fong et al.3® com camundongos knockouts para o gene do
receptor VEGFR-1 demonstrou que ocorria uma proliferagcdo descontrolada
com aumento no numero de células progenitoras endoteliais, levando a uma

desorganizacdo vascular e morte do animal também no nono dia do estagio



embrionario. Esses resultados reforcam, portanto, a contribuicio desses
receptores na via de angiogénese.

Em pacientes com DAC, as concentracfes de VEGF na circulacdo ja
foram mensuradas®!. observaram que as concentracées plasmaticas de VEGF
eram maiores nos pacientes com DAC em relacdo aos individuos saudaveis.
Por outro lado, Ramos et al.’? observaram que pacientes submetidos a
angioplastia com ou sem sindrome coronariana aguda apresentavam niveis
mais baixos de VEGF que individuos sem historia de DAC. Esses autores
observaram, ainda, que a concentracdo de VEGF <40,8 pg/mL estava
associada ao aumento do risco de eventos adversos principais como morte,
eventos isquémicos, reinternacdo e agravamento da DAC em um seguimento
de 5 anos.

De fato, alguns autores reportaram ndo haver diferenca33®34, outros
observaram aumento313%36 e outros autores observaram diminuicdo33¢ nas
concentracbes circulantes de VEGF em pacientes com DAC quando
comparados aos individuos saudaveis ou sem DAC.

Assim, além da controvérsia exposta acima sobre os niveis de VEGF
circulantes em pacientes com DAC, o fato principal de interesse do presente
estudo é que as expressdes dos fatores angiogénicos e antiagiogénicos da via
do VEGF nao tém sido documentadas em pacientes com DAC.

Adicionalmente, sabe-se que em condi¢des fisiologicas, o processo de
apoptose € um mecanismo importante por promover a homeostase do nosso
organismo conduzindo as células a uma morte geneticamente programada,
regulando o tamanho dos tecidos ao eliminar células defeituosas e

descartaveis. Neste contexto, as proteinas da familia Bcl-2 sdo de grande



interesse. A Bcl-2 (linfoma de células B2) € conhecida como proteina
antiapoptética, a qual protege as células contra a morte por apoptose®. E,
estudo realizado por Vander Heiden et al.3® demonstrou que a expressdo de
Bcl-2 € capaz de inibir a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a
acidificacao intracelular e, também, estabilizar o potencial de membrana da
mitocondria®®. J4, a proteina Bad quando esta no seu estado nado-fosforilado se
liga e forma um heterodimero com a proteina Bcl-2 inibindo-a, assim a Bad
nao-fosforilada tem papel pré-apoptético. Além disso, a cascata de apoptose é
desencadeada por Bax (proteina x associada a Bcl-2) por inducdo da liberacéo
do citocromo ¢ da mitocondria para o citoplasma, o qual é responsavel por
iniciar a cascata que levara a célula a sofrer o processo de morte*°. Entretanto,
a Bad também tem papel antiapoptético nesta cascata de sinalizacdo para a
morte celular. Isto é, quando a Bad é fosforilada pela Akt formando um
heterodimero de proteinas Bad-14-3-3, a Bad deixa de se ligar ao Bcl-2,
deixando estd livre para desempenhar seu papel antiapoptético ao inibir o
processo desencadeado por Bax“.

No entanto, esta morte celular programada também pode ser
desencadeada por um estimulo patolégico*’. Na insuficiéncia cardiaca**“3 e
hipertensdo**, o processo apoptético ocorre com maior frequéncia, o que leva
ao desequilibrio entre a proliferacdo e morte celular, e ainda, a manutencao de
um ambiente com rarefacdo microvascular. Com isso, pode ocorrer piora no
estado inflamatoério e disfuncdo endotelial com consequente reducdo do fluxo
sanguineo.

Interessantemente, também participando da regulacédo deste complexo

sistema de sobrevivéncia celular e angiogénese, pequenos RNAs néo



codificantes de proteinas, conhecidos como microRNAs (miRNAs) tém
ganhado destague nos ultimos anos e vém sendo amplamente estudados*®48,
Os miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA de fita simples com
aproximadamente 22 nucleotideos nédo codificantes de proteinas, que agem
como reguladores pés-transcricionais da expressdo génica em plantas e
animais.4>49-51

No nucleo da célula, os miRNAs sao transcritos pela RNA polimerase Il
formando o transcrito primario pri-miRNA, que apresenta uma estrutura de
dupla hélice do tipo hairpin (do inglés, grampo de cabelo) com
aproximadamente 300 nucleotideos, e com a presenca de 7-metilguanosina
(CAP) no terminal 5 e uma cauda de poliadenilados (A) no terminal 352, Este
pri-miRNA é clivado no nucleo por um complexo microprocessador formado
pela enzima ribonuclease Il conhecida como Drosha e seu co-fator DGCR8
(DiGeorge Syndrome Critical Region 8) produzindo um novo haipin de ~ 65
nucleotideos. Com isso temos a formacdo do pre-miRNA (precursor do
miRNA), sendo este exportado para o citoplasma através da exportina 5 e seu
co-fator Ran-GTP. J4, no citoplasma, o pre-miRNA sofre uma nova clivagem
através de uma segunda enzima ribonuclease Ill denominada Dicer, dando
origem a uma pequena e imperfeita dupla fita de RNA (dsRNA) que contém
tanto a fita do miRNA maduro quanto a fita anti-sense. Uma dessas fitas sera
incorporada pelo complexo RISC (RNA-induced silence complex) e a outra sera
descartada. O compelo RISC é responsavel por controlar a expressédo génica,
promovendo a degradacdo de RNAs mensageiros (MRNAS) ou a repressao da

traducdo destes®>3 (Figura 2).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Express%C3%A3o_g%C3%AAnica
https://pt.wikipedia.org/wiki/MRNA
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tradu%C3%A7%C3%A3o_(gen%C3%A9tica)
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Os miRNAs se ligam ao RNA mensageiro (RNAm) alvo exercendo seus
efeitos inibitérios e, portanto, reduzindo os niveis proteicos de seus genes-
alvo®l. Por possuir uma sequéncia muito pequena de nucleotideos, um Unico
miRNA é capaz de alvejar diversos mRNA>, Em mamiferos, os miRNAs séo
expressos a partir de diversas regides do genoma, estando presentes em
regides intergénicas, introns codificadores e em éxons de unidade

transcricional codificadoras e ndo codificadoras®3.

pre-miRNA

s 4
Ran-GTP
EXPORTINA-5
pre-miRNA Ommmm

DICER

{111 |ll] miRNA duplex

I~

dh T

miRNA maduro Degradacéo

!

il i
miRISC

( DROSHA( DGCR8 |

AAAAA
pri-miRNA

CITOPLASMA

mRNA alvo

Repressao da tradugdo

Degradagio do mRNA «—

miRISC

Figura 2. Biogénese do miRNA e seus mecanismos de acdo no nucleo e citoplasma.
Desenho criado com a ajuda do programa BioRender®®.

Os dados mais recentes publicados pelo miRBase (v22), base de dados
onde sdo catalogados todos os miRNAs descobertos, mostram que a espécie

humana contém 1.917 precursores em hairpin confirmados e 2.654 sequéncias
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maduras de miRNAs catalogados®. E, estudos de bioinformatica
demonstraram que um terco de todos os genes codificadores de proteina e as
vias biolégicas estdo sob controle de miRNAs®’.

Alguns miRNAs foram descritos como reguladores de genes
participantes da via do VEGF e angiogénese, tais como 0s miRNAs -126, -16, -
21 e -92a.

Estudo realizado em humanos, demonstrou que a expressdo do miRNA-
126 circulante® e em células progenitoras endoteliais isoladas de células
mononucleadas do sangue total®® estava reduzida em pacientes com DAC.
Contudo, alguns autores demonstraram que a expressao desse mMIRNA
encontra-se reduzida somente em microvesiculas circulantes, mas nao no
plasma destes pacientes®. Na via do VEGF para angiogénese, o0 miRNA-126
tem dois alvos de interesse, o PISKR2 (ou PIK3R2, ou p85-B, subunidade
regulatéria 2 da PI3K) e o Spred-1 (do inglés, Sprouty related EVH1 domain
containing 1), sendo que, ambos regulam negativamente a cascata de
sinalizacdo do VEGF por alvejarem duas importantes vias neste processo de
angiogénese, a via do PI3K (fosfatidilinositol 3,4,5-tifosfato) e a via da Raf-1 (ou
c-Raf, proteina treonina quinase), respectivamente’4859-64 Portanto, 0 miRNA-
126 teria um efeito pré-angiogénico, enquanto que o PI3KR2 e o Spred-1
seriam antiangiogénicos.

O miRNA-16 tem sido associado a regulacdo da angiogénese e da
integridade vascular por alvejar diretamente o VEGF e a proteina Bcl-2, que
tem papel antiapopt6tico*®. Estudo realizado por Goretti et al.%>* demonstrou que
o tratamento com anti-miRNA-16, o qual tem a funcédo de silenciar o seu

mMiRNA alvo, aumentava a expressdo do VEGFR2 e das células progenitoras
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endoteliais em individuos saudaveis, demonstrando-se, portanto, um efeito
benéfico no silenciamento da atuacéo desse miRNA.

Além do miRNA-16, o miRNA-21 também parece ter papel importante na
cascata de apoptose e sobrevivéncia celular®>%%, De acordo com o programa
TargetScanHuman (Release 7.2) o gene Bcl-2 é alvo validado para os miRNAs
-16 e -21 e o gene PTEN para o miRNA-21. Estudos utilizando o modelo de
knockdown para 0 miRNA-21 demonstraram um aumento do PTEN (homdlogo
de fosfatase e tensina) em VSMCs’? e diminuicdo do fator de sobrevivéncia
celular Bcl-2 tanto em VSMCs’°® quanto em células de glioma U78MG®°.

Estudo conduzido por Han et al.”* demonstrou que a expressdo do
mMiRNA-21 circulante estava aumentada em pacientes com DAC. E, os autores
sugerem que este mMIRNA pode ser utilizado como um marcador de
desenvolvimento e progressédo da doenca.

Ademais, os miRNAs -92a e -21 tém participacdo na regulacdo da
expressdo da eNOS via shear stress e no desenvolvimento da aterogénese
dependente de diferentes padrées de fluxo sanguineo no vaso’?>7>. Zhou et
al.”® expuseram células endoteliais da veia umbilical de humanos (HUVECS) ao
shear stress oscilatério e observaram que a expressdao do miRNA-21
aumentava, o qual foi associado como mediador do fenétipo proé-inflamatério
dessas células. Em outro experimento com células, Wu et al.”* observaram que
o aumento da expressdo do miRNA-92a por estimulo de fluxo oscilatorio
reduzia a expressao de eNOS via fator de transcricdo KLF (em inglés, Krippel-
like factor) em HUVECs e, quando essas células foram tratadas com anti-miR-
92a, a expressdo da eNOS foi reestabelecida. Ainda, esses autores

observaram que um fluxo laminar foi capaz de reduzir a expressao do miRNA-
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92a’*. Em pacientes com DAC, estudo realizado por Liu et al.”” demonstrou
que a expressdo de miRNA-92a circulante medido no plasma era
significativamente menor quando comparado com individuos saudaveis.
Contrariamente, Niculescu et al.”® observaram que os niveis circulantes de
MiRNA-92a estavam aumentados no soro de pacientes com DAC quando
comparado ao grupo controle saudavel. Estes achados reforcam a ideia de que
os niveis de miRNA irdo sofrer variacdes dependo do local em que o miRNA for
quantificado. Na Figura 3 podemos observar os genes-alvo dos miRNAs -126, -

16, -21 e 92a na via do VEGF.
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Figura 3. Esquema representativo dos miRNAs e seus alvos de interesse na via do
VEGF. Regulacdo da angiogénese por diferentes vias de sinalizacao
PI3K/Akt/eNOS e RAF/MEK/ERK. O miRNA-126 regula diretamente
PIBKR2 e Spred-1, o miRNA-16 regula diretamente VEGF, VEGFR2 e Bcl-
2, 0 miRNA-21 regula indiretamente Bcl-2 e eNOS, e o miRNA-92a regula
indiretamente a eNOS. PI3K, fosfatidilinositol 3,4,5-tifosfato; Akt, proteina
quinase B; eNOS, enzima 6xido nitrico sintase endotelial; Raf-1, proteina
treonina quinase; ERK, quinase de regulagdo de sinal extracelular; MEK,
quinase com dupla especificidade; PI3KR2, subunidade regulatéria dois da
PI3K; Spred-1, proteina relacionada a brotamento; VEGF, fator de
crescimento endotelial vascular; VEGFR2, receptor 2 do fator de
crescimento endotelial vascular; Bcl-2, linfoma de células B2; KLF2, fator 2
do tipo Krippel; PTEN, homdlogo de fosfatase e tensina. Os fatores
destacados em preto fazem parte da regulagdo antiangiogénica da via,
enquanto que os demais fatores apresentados sédo angiogénicos. Desenho
criado com a ajuda do programa BioRender*®.

Apesar de estudos terem sido realizados avaliando a expresséo desses
mMiRNAs circulantes em individuos saudaveis e em pacientes com DAC, néo

esta claro na literatura, a influéncia desses miRNAs nos fatores angiogénicos e
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antiangiogénicos da via do VEGF em pacientes com DAC. Além disso, o
estudo da expresséo local (tecidual) desses miRNAs e dos fatores envolvidos
nessa via de angiogénese diretamente na musculatura esquelética ainda nao
foi estudada nesses pacientes.

Sabe-se que a angiogénese pode estar associada a uma maior
capilarizacdo do musculo esquelético, e o contrario, a presenca de rarefacéo
capilar pode agravar o processo de angiogénese com a ativacdo de vias
apoptéticas e a reducdo da sintese proteica’®. Interessantemente, a
angiogénese no musculo esquelético é bloqueada pela inibicdo da eNOS®°,
confirmando que o NO é um importante fator para a angiogénese®'. Por sua
vez, o fluxo sanguineo vascular é determinado em grande parte pela liberacao
dos fatores vasodilatadores dependentes do endotélio, como o NO. Nesse
contexto, sabemos que, de fato, pacientes com DCV apresentam menor fluxo
sanguineo periférico em repouso e durante manobras fisiolégicas quando
comparados a individuos saudaveis’-*8,

De grande impacto clinico, tem sido demonstrado que o fluxo sanguineo
muscular diminuido em pacientes com insuficiencia cardiaca € um fator
progndstico importante na DCV®. Assim, é possivel especular que uma
alterada expressdo dos miRNAs envolvidos na via de angiogénese do VEGF
poderia também influenciar o fluxo sanguineo periférico nos pacientes com
DAC. Este aspecto nao foi documentado na literatura e € um objetivo de
interesse no presente estudo na avaliacdo de pacientes com DAC.

Diante do exposto, o estudo desses miRNAs na circulagédo e também
localmente, na musculatura esquelética, e a associacado dessa expressao com

o fluxo sanguineo periférico e com os fatores angiogénicos e antiangiogénicos
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contribuirda ainda mais para a compreensdo da sua funcionalidade em

pacientes com DAC.
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Objetivos



2-OBJETIVOS

Em pacientes com DAC, avaliar:

@

Expressédo dos miRNAs
-126, -16, -21 e -92a no:

Musculo Esquelético
(tecidual)

Sangue (circulante)

Expressdes génica e
proteica avaliadas no
tecido de:

Fatores angiogénicos: VEGF,
eNOS, VEGFR1, VEGFR2 e
Bcl-2

Fatores antiangiogénicos:
PI3KR2,Spred-1, Bad, Bax e
iINOS

Fluxo sanguineo
periférico de:

Artérias braquial e femoral
(repouso)

Muscular
(repouso e durante o
exercicio)

Associacdo dos miRNAs
-126, -16, -21 e -92a
com a expresséo
proteica de:

Fatores angiogénicos:
VEGF, eNOS, VEGFR1,
VEGFR2 e Bcl-2

Fatores antiangiogénicos:
PI3KR2 e Bad

Associacédo dos miRNAs
-126, -16, -21 e -92a
com o fluxo sanguineo
periférico de:

Artérias braquial e femoral
(repouso)

Muscular
(repouso e durante o
exercicio)

18
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Hipoteses
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3-HIPOTESES

Pacientes com DAC apresentardo niveis de miRNA-126 diminuidos e
niveis dos miRNAs -16, -21 e -92a aumentados em comparacdo com o
grupo Controle Saudavel.

Pacientes com DAC apresentardo expressao dos fatores angiogénicos
VEGF-A, Bcl-2, eNOS, VEGFR-1 e VEGFR-2 diminuidos e expresséo
dos fatores antiangiogénicos PI3KR2, Spred-1, INOS e Bad aumentados
guando comparados com o grupo Controle Saudavel.

Pacientes com DAC terdo menor fluxo sanguineo periférico em repouso
e durante o exercicio quando comparado com o grupo Controle
Saudavel.

Os miRNAs -126, -16, -21 e -92a estardo associados aos fatores
angiogénicos e antiangiogénicos na via do VEGF influenciando as suas
expressoes.

Os miRNAs -126, -16, -21 e -92a circulantes e teciduais estardo

associados ao fluxo sanguineo periférico modulando sua resposta.



21

Métodos e Materiais
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4-METODOS E MATERIAIS

4.1 Desenho do estudo

Este é um estudo observacional analitico transversal onde foram
estudados voluntarios triados no Instituto do Coracédo (InCor) do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP)
ou da comunidade. Foram incluidos pacientes com diagnostico prévio de DAC
em acompanhamento no ambulatério de Coronariopatia Crénica no InCor
HCFMUSP do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP) e convocados a partir de lista de
pacientes envolvidos em protocolos anteriores finalizados na Unidade de
Reabilitacdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio do InCor HCFMUSP, de
acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo abaixo. Para efeito de
comparacdo das varidveis estudadas incluimos um grupo controle de
individuos saudéaveis (CS) triados no ambulatério de Cardiologia do Exercicio
do InCor HCFMUSP e provenientes da comunidade, pareados pela idade,
peso, estatura e indice de massa corporal ao grupo de pacientes com DAC. O
grupo CS néo apresentavam doenca cardiovascular documentada e nem
fatores de risco para doenca cardiovascular no momento de entrada no estudo,

avaliados a partir dos exames de triagem, hemograma, RX e ECG de repouso.

Dentre os pacientes com DAC crbnica foram selecionados aqueles
clinicamente estaveis, com a funcdo ventricular esquerda preservada, sendo

ainda a DAC comprovada por exame diagndstico de imagem.
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O calculo amostral foi baseado em um “Power” de 90%, com indice alfa
de 0,05 para detectar diferencas na expressdo dos miRNAs-126, -16, -21 e -
92a. Assim, para o calculo do tamanho da amostra foram consideradas as
médias e 0 desvio-padrdo da expressdo desses miRNAs com base nos
estudos realizado por Fichtlscherer et al.>8 com pacientes com DAC. Desta
forma, foi considerado o maior valor amostral previsto (N=15) e considerando
possiveis perdas no estudo incluimos um total minimo de 20 pacientes com
DAC.

O presente estudo foi aprovado na Comissdo Cientifica e de Etica do
InCor sob o nimero SDC 3999/13/124 e Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa do HCFMUSP - CAPPesq sob o numero CAAE:

24057913.2.0000.0068.

4.2 Critérios de inclusao

Diagnéstico clinico de DAC crbnica estavel,

— ldade entre 30 a 65 anos, de ambos 0s sexos;

— IMC < 30 kg/m?;

— Na&o serem praticantes de atividade fisica regular, no minimo 3

meses antes da pesquisa.
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4.3 Critérios de exclusao

— Pacientes com neuropatia diabética e/ou isquemia em membros
inferiores;

— Diagndstico prévio de doencas pulmonares cronicas, neurologicas
com sequela ou nao, ortopédicas, neoplasicas, insuficiéncia
renal e diabetes mellitus insulinodependente;

— Pacientes acometidos de infarto agudo do miocardio, cirurgia
cardiaca ou internacao hospitalar de origem cardiaca seis meses
antes da entrada no estudo e portadores de
marcapasso/cardiodesfibrilador implantavel,;

— Pacientes com Fracao de ejecdo do ventriculo esquerdo < 45%;

— Tabagismo atual e gestantes.

4.4 Avaliacdao clinica inicial

Os voluntarios foram triados por avaliacdo clinica pelo médico
cardiologista para identificar as condicdes de saude e se 0 mesmo preenchia
os critérios de inclusdo no projeto. Nesta etapa inicial de avaliacdo foram
realizados o0s seguintes exames: hemograma completo, ECG de repouso e
raio-X de térax. A partir da avaliacdo clinica médica foram registrados os

medicamentos em uso pelos pacientes.

4.5 Avaliacdo da presséao arterial e frequéncia cardiaca

A presséao arterial (PA) foi medida em repouso e durante os protocolos
de exercicio de preensdo de mao e exercicio de perna, a cada minuto, pelo

método oscilométrico indireto (DIXTAL, modelo DX 2022, a Figura 4 ilustra a
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medida feita no braco). A frequéncia cardiaca (FC) foi medida pelo
eletrocardiograma (D. E. Hokanson, Inc., Bellevue, WA, EUA) com 3 eletrodos
nas posicdes, braco direito, braco esquerdo e perna esquerda, para registro da

derivacdo MC5.

Figura 4. Avaliagdo da pressao arterial pelo método oscilométrico indireto a cada
minuto (DIXTAL, modelo DX 2022).

4.6 Avaliacdo da Func¢éo Cardiaca

Os pacientes foram submetidos ao estudo ecocardiografico
unidimensional (modo-M), bidimensional (modo-B), e tecidual (tridimensional)
com o objetivo de avaliar a funcéo ventricular dos participantes. As imagens
obtidas foram associadas ao Doppler pulsado, continuo e a cores. As imagens
ecocardiograficas foram adquiridas através de um aparelho de ultrassom
cardiaco tipo VIVAD E9 (General Eletrics — GE). A documentagéo dos exames
foi gravada em disco video digital (DVD-R), possibilitando analises futuras das
imagens gravadas. Foram avaliados os seguintes indices ecocardiograficos:
fungdo ventricular esquerda, sistolica e diastolica, volumes e tamanho de
cavidades atriais e ventriculares, espessura de paredes atriais e fracdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo (método de Simpson) por imagens

bidimensionais. Os indices de relaxamento e contracdo ventriculares, direito e
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esquerdo e movimentos dos seguimentos cardiacos foram avaliados pelo Eco
tecidual (tridimensional). Foi avaliada também a massa do VE, estimada
através do modo-M com corte transverso a nivel de musculos papilares pela
medida de suas dimensfes e espessura das paredes. Foi utilizado o Doppler
colorido, no plano longitudinal do VE para avaliar o jato de fluxo, entre as
valvas cardiacas para quantificacdo de possiveis disfuncbes valvares

(insuficiéncias e/ou estenoses)®3.

4.7 Avaliacédo do Fluxo Sanguineo Periférico

4.7.1 Fluxo braquial e femoral

O didametro e velocidade de passagem de sangue das artérias braquial e
femoral foram avaliados através da técnica de ultrassonografia vascular com
doppler (Figura 5). Esta avaliacao foi realizada com os pacientes na posicéo
supina. As imagens de diametro e velocidade de passagem do sangue foram
avaliadas no modo duplex, via transdutor linear multifrequencial operando a
uma frequéncia de 6 a 12 MHz. Este transdutor foi conectado ao equipamento
de ultrassom de alta resolugéo (Vivid E9, General Electric, Horten, Norway).
Um sistema de ECG de trés derivagdes acoplado a este equipamento foi
utilizado para obter as fases do ciclo cardiaco. As imagens de velocidade foram
obtidas com um angulo de insonacdo igual a 60° e volume de amostra
localizado no centro do vaso. As imagens foram analisadas pelo software
Cardiovascular Suite (Quipu, Italia). Para o célculo dos valores de shear rate
(SR) foram utilizadas a velocidade média (cm/s) e o diametro (cm) das artérias.
Posteriormente, foram utilizadas nas férmulas a seguir; Anterégrado: SRa=

4(Vantersgradomeédia/Diametro artéria), Retrégrado: SRr= 4(Vretrsgradomedia/ Didmetro
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artéria) e para o calculo do Shear Rate oscilatorio foi utilizada a formula SRo=

SRr/ (SRa+ SR

Figura 5. Exame com Doppler da artéria braquial (a esquerda). Imagem representativa
de um vaso e medida do fluxo anterégrado (a direita)

4.7.2 Fluxo sanguineo muscular (FSM)

O FSM foi avaliado pela técnica de pletismografia de oclusdo venosa
(Al6; Arterial Inflow System; D. E. Hokanson, Inc., Bellevue, WA, EUA, Figura

6C).

Fluxo sanguineo muscular no antebraco

O braco contralateral ndo-dominante foi elevado acima do nivel do
coragao para garantir uma adequada drenagem venosa (Figura 6A). Um tubo
silastico preenchido com mercurio, conectado a um transdutor de baixa
pressdo e a um pletismografo é colocado ao redor do antebraco, a 5 cm de
distancia da articulacdo Umero-radial. S&o posicionados 2 manguitos: um
manguito no punho, que € inflado a um nivel supra-sistolico, sempre 30
segundos antes do inicio das medidas, sendo que este se mantém inflado por

todo periodo do protocolo, e outro manguito no braco, que é inflado acima da



28

pressdo venosa a cada 10 seg. O aumento em tens&o no tubo silastico reflete o
aumento de volume do antebraco e, consequentemente, sua vasodilatacao. A
partir dos dados de fluxo foram calculadas a condutancia vascular do antebraco
e da perna (CVA e CVP). A CVA e CVP foram calculadas pela divisdo do FSM

(ml/min/100ml) pela PAM (mmHg) e multiplicado por 10088,

Fluxo sanguineo muscular na perna

Os mesmos procedimentos da medida do fluxo sanguineo muscular no
antebraco foram realizados para a medida do fluxo sanguineo muscular na
perna. Porém, na perna o tubo silastico preenchido com mercurio é colocado
na circunferéncia mais larga da regido da panturrilha e os 2 manguitos foram

posicionados na coxa e no tornozelo do participante (Figura 6B).

Figura 6. Avaliagdo do fluxo sanguineo muscular por pletismografia de oclusdo
venosa. A) Fluxo sanguineo medido no antebraco. B) Fluxo sanguineo
medido na panturrilha. C) Equipamento utilizado para a medida do fluxo
(Al6; Hokanson, WA, EUA).
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4.8 Avaliacao dos miRNAs circulantes (coleta e extragcédo)

Para a avaliacdo dos miRNAs circulantes foi realizada a puncéo venosa
braquial para a coleta de sangue periférico em tubo especial (PAXgene Blood
RNA Tube, PreAnalytiX. Hombrechtikon, Switzerland) com capacidade de 2,5
mL de sangue total. Cada tubo PAXgene contém uma solucdo que estabiliza e
purifica o RNA total, estabilizando também os miRNAs intracelulares. Esta
solucéo é capaz de inibir os processos de degradacdo do RNA protegendo o
conteado por um periodo de até 50 meses sem alteracdes significativas na
integridade do miRNA apés armazenado em freezer -80°C.

O sangue coletado neste tubo especial ficou 24h em temperatura
ambiente, sendo no dia seguinte armazenado em freezer -20°C por até 72h e
posteriormente, armazenado em freezer -80°C até o momento da analise.

As andlises dos miRNAs circulantes foram realizadas através de um kit
apropriado (PAXgene Blood MiRNA Kit, PreAnalytiX.
Hombrechtikon, Switzerland), que purificou o RNA intracelular, incluindo o
miRNA. A purificacdo € realizada usando tecnologia de purificacdo de RNA a
base de silica em formato de coluna de rotacdo. A purificacdo foi realizada
manualmente usando uma microcentrifuga. O kit forneceu uma solugédo pré-
analitica completa para coleta e estabilizacdo através da purificacdo de RNA

total de alta qualidade, conforme descrito previamente®”.


http://www.preanalytix.com/products/blood/miRNA/paxgene-blood-mirna-kit
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Figura 7. Analise dos miRNAs circulantes através do PAXgene Blood miRNA Kit. O
RNA foi purificado utilizando uma tecnologia a base de silica em formato
de coluna de rotacao.

4.9 Avaliagcdo dos miRNAs teciduais e da expressdo dos fatores
angiogénicos e antiangiogénicos

Com o intuito de quantificar os mMiIRNAs teciduais, na musculatura
esquelética, e a expressdo dos fatores angiogénicos e antiangiogénicos foi
realizada a biopsia do musculo esquelético para retirada de pequeno fragmento
do musculo vasto lateral. A partir desta coleta, a amostra de musculo foi
armazenada em freezer com temperatura de -80°C. Posteriormente, foi
realizada a extracdo do RNA total e quantificacdo utilizando-se as técnicas de
Transcriptase Reversa e Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(Real Time RT-PCR) para analise das expressdes dos miRNAs e genes
(mMRNA) e a técnica de western blotting para quantificar as proteinas. A seguir

0s métodos serdo detalhados.


http://www.preanalytix.com/products/blood/miRNA/paxgene-blood-mirna-kit
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4.9.1 Bidpsia do Musculo Esguelético

A biopsia muscular foi feita no musculo vasto lateral, aproximadamente
no ponto médio entre a borda superior da patela e o trocanter, ou na area de
maior seccao transversal do musculo, conforme procedimentos pré-
estabelecidos do laborat6rio®®. Apds assepsia com clorexidina foi feita
anestesia local com Lidocaina 1%. Em seguida, foi feita uma pequena incisao
na pele e subcutadneo de mais ou menos meio centimetro de comprimento e 1
cm de profundidade. Neste momento, 0o sangramento local foi estancado por
compressdo. Através da incisdo foi introduzida uma agulha de Allendale
(Bergstron modificada) até uma profundidade suficiente para ultrapassar a
fascia e penetrar no musculo. Por meio de uma pressao negativa feita por uma
seringa acoplada a agulha, retirou-se um pequeno fragmento do musculo
vasto-lateral. ApGs a retirada da agulha, foi feita uma nova compresséao local
para estancar o sangramento. Em seguida, é dado o “ponto falso” com fita
apropriada (Steri-Strip) no local da incisdo. Por ultimo, a coxa foi enfaixada com
gaze estéril e atadura aplicando-se compressao moderada por um periodo de
seis a oito horas. As amostras de tecido muscular foram imediatamente
lavadas com solucao salina pré-resfriada e dissecadas, a fim de se retirar todo
0 tecido conjuntivo e adiposo. A amostra de tecido crio-protegida foi
posteriormente estocada a -80°C até ser analisada. Todo o procedimento foi
realizado na Unidade de Reabilitagdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio -
INCor/HC-FMUSP por médico especializado na realizacdo dessa técnica

(Figura 8).
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Figura 8. Biopsia do musculo vasto-lateral. A) Ap6s a anestesia local, a agulha foi
posicionada no local da incisdo. B) Preparacdo para a retirada do
fragmento muscular com a ajuda de seringa para sugar o musculo para
dentro da agulha e permitir pequeno corte. C) Separagdo do musculo para
posterior armazenamento no freezer -80°C.

4.9.2 Expressao de miRNAs e genes (MRNAS)

Foram analisadas as expressfes de miRNAs e mRNAs de fatores
relacionados ao crescimento e sobrevivéncia endotelial na musculatura
esquelética. A expressdao dos genes VEGF, eNOS, PISKR2, Spredl, Bcl-2,
VEGFR1, VEGFR2, INOS, Bad, Bax e HIF-1A, e dos miRNAs -126, -16, -21 e -
92a foram realizados pela técnica de analise quantitativa da transcriptase
reversa e reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (Real Time RT-

gPCR) conforme descrito abaixo.

- Extragcéo do RNA total

Todo o procedimento foi realizado com a utilizacdo de luvas, materiais e
solugcbes autoclavados reservados para RNA. Amostras de bidpsia do vasto
lateral foram mantidas em nitrogénio liquido previamente a extracdo. As
amostras com ~ 50 mg foram homogeneizadas em TRIzol® Reagent (Invitrogen
Life Technologies, CA, EUA). A extragao foi realizada conforme as instrugdes

do fabricante. O RNA precipitado foi lavado com etanol 70% para eliminar
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residuos de fenol e sal, e solubilizado em agua tratada com DEPC. A
concentracdo de RNA total foi determinada por espectrofotdometro NanoDrop
(NanoDrop Technologies, USA, Figura 9) no comprimento de onda de 260nm.
A integridade da amostra foi verificada através de eletroforese em gel de
agarose 1%, contendo 0,5 ug/mL de brometo de etideo (Figura 10). O gel foi
imerso em tampdo TAE 1X e a eletroforese realizada a 100 Volts por
aproximadamente 40 minutos. A qualidade das amostras foi avaliada pela
andlise da intensidade das bandas correspondentes as subunidades do RNA
ribossomal 28S e 18S, onde a relagdo 28S/18S devera ser aproximadamente
2. Amostras que apresentaram algum grau de degradacdo foram

descartadas®.

Figura 9. Técnica de verificacdo da concentracdo total de RNA através do
espectrofotdmetro NanoDrop.
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Figura 10. Técnica de verificacdo da integridade das amostras realizada por
eletroforese em gel de agarose 1%.

- Sintese de cDNA

Os cDNAs para anélise de mRNAs foram sintetizados a partir de 2 ug de
RNA total extraidos do tecido. As amostras foram incubadas com 0,5 ug/mL de
oligo dT (12-18pb) a 65°C por 5 minutos para se obter a primeira fita de cDNA.
A transcrigao reversa das amostras foi realizada em um volume total de 20 pL
contendo 3U de RNAsin (PROMEGA, Madison, USA), 10 mM de dNTPs, 0,1 M
de DTT, 1X tampdao da enzima, e 2,5U de SuperScript Reverse Transcriptase |l
(Invitrogen Life Technologies, CA, EUA). Apds incubacao por 1 hora a 42°C, a
temperatura foi elevada a 95°C por 5 minutos e as amostras rapidamente
colocadas em gelo para desnaturacdo de hibridos RNA-cDNA formados e
inativacdo da enzima utilizada na reagéo.

O cDNA para a andlise de cada miRNA foi sintetizado a partir de RNA
total utilizando primers gene-especificos de acordo com o protocolo do ensaio
microRNA TagMan (Applied Biosystems, CA, EUA). Os 15 ul de reagao obtidos
pelo protocolo do Kit de Transcricdo Reversa para microRNA TagMan (Applied

Biosystems, CA, EUA) foram incubados em termociclador por 30 min a 16°C,
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30 min a 42°C, 5 min a 85°C e depois mantido a 4°C. Ambos cDNAs obtidos

foram estocados no freezer a -20°C até a realizagdo da reacdo de RT-PCR®°,

- Reac&o em cadeia da polimerase em tempo-real (RT-PCR)

O PCR em tempo real foi realizado pelo sistema da detec¢éo do produto
especifico amplificado no equipamento ABI 7500 (Applied-Biosystems) na
presenca do composto fluorescente SYBR-Green |. A otimizagcédo da reacdo do
PCR em tempo real foi realizada conforme as instru¢des do fabricante (Applied-
Biosystems, protocolo SYBR-Green ), corrigido para volume final de 20 pl por
reacdo. O PCR foi padrao (protocolo do kit SYBR-Green | master mix) e todos
os reagentes foram fornecidos pelo kit, inclusive a enzima polimerase
AmpliTag-Gold (Applied-Biosystems), conforme descrito previamente®. Depois
da otimizacao, os primers foram utilizados na concentracdo de 200 nM para a
deteccao e a quantificacdo relativa da expressdo dos genes da ciclofilina (gene
controle-interno), VEGF, eNOS, PI3KR2, Spredl, Bcl-2, VEGFR1, VEGFR2,
INOS, Bad, Bax e HIF-1A. Os primers utilizados no PCR em tempo real estéo

descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados no PCR em tempo real para os

genes.
Gene Sequéncia
CleLoRILINA | F'5 AGCAGTGCTTGCTGTTCCTTA 3
R 5 TCTGTGAAAGCAGGAACCCTT 3’
VEGEA F 5 TCTCTCTCTCCCAGATCGGTGACAGTCAC 3’
- R 5 TCAAAGGAATGTGTGGTGGGGACAGG 3’
oS F 5 CGGGATCAGCAACGCTACCACGAG 3’
€ R 5 CTGTCGCTCCTGCAAAGAAAAACTCTGG 3
oI3KR F 5’ ACTCACCTTCTGCTCCGTTG 3’
R5 ACTCGTGGCGGTAGTGATTG 3’
Sored.1 F 5 CGTGTGACACTAGCGATGACAAGTTCTGC 3’
pred- R 5 CGATGGCACATTCTCAAAGGGACGTAG 3’
Belo F 5 GCGGCCTCTGTTTGATTTCT 3’
cl- R 5 TTCGGCGTGGAAATCTCAGT 3’
VEGFR.1 F 5 CCTGCAAGATTCAGGCACCTAT 3’
- R5 CTTTTTGTTGCAGTGCTCACCT 3
VEGFR. F 5 ATGCATCCTTGCAGGACCAA 3’
- R 5 GGTTTCCTGTGATCGTGGGT 3’
NOS F 5 ATCTGCAGACACGTGCGTTA 3
: R 5 CGGATGAGCTGAGCATTCCA 3
B F 5 CAGACCCGGCAGACAGATGAG 3
a R 5 AGATGTTACGTAGTCAAGGCACA 3’
5 F5 GCCCTTTTGCTTCAGGGTTTC 3°
ax R 5 ACAGGGACATCAGTCGCTT 3’

A fim de detectar com precisdo os miRNAs maduros foi realizada a

quantificacdo dos miRNAs utilizando o protocolo de ensaio miRNA TagMan

(Applied Biosystems, CA, EUA). A reacdo de PCR contendo 20uL incluiu 1,33ul
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do produto de RT, 10ul de TagMan Universal PCR master mix Il (2x), 7,67ul de
agua livre de nuclease e 1ul da mistura de primers e sondas do protocolo do
ensaio TagMan da Thermo Fisher Scientific, nUmero de catalogo #4427975,
mMiRNA-126-3p (ID 002228), miRNA-16-5p (ID 000391), miRNA-21-5p (ID
000397), miRNA-92a-3p (ID 000431), miRNA-186-5p (ID 002285) e U6 (ID

001973).

As reacdes foram incubadas em uma placa de 96 pocos Optica a 95°C
durante 10 min, seguido por 40 ciclos de 95°C durante 15s e 60° durante 1 min.
As amostras foram normalizadas pela expressao do controle endégeno U6
para os miRNAs teciduais e miRNA-186-5p para os miRNAs circulantes.

O produto da geracao do PCR foi monitorizado por medi¢cdo do aumento
da fluorescéncia provocada pela ligacdo de SYBR green na cadeia dupla de
DNA ou pela presenga da sonda no ensaio miRNA TagMan em cada fase de
anelamento. A curva de dissociagdo observada na analise 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 expresséo
do gene alvo foram comparadas ap0s a normalizacdo dos valores de controle
endégeno (ACT)®. Mudancas em vezes na expressdo dos mMRNAs e miRNAs
foram calculados utilizando as diferengas em valores dos ACT entre os grupos

(AACT) e a equagdo 222CT (Figura 11).


https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/microrna/002228?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/microrna/000391?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/microrna/000391?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/microrna/000391?CID=&ICID=&subtype=
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Retirado fragmento do muasculo vasto lateral Coletado tubo especial com sangue total
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Figura 11. Processo de quantificagdo de miRNAs e genes (mMRNA) do musculo vasto
lateral e miRNAs do sangue total utilizando a técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) em tempo real. Desenho criado com a ajuda do
programa Smart Servier Medical Art'°.

4.9.3 Expresséo de proteinas (Western Blotting)

Para a expressao proteica, as amostras foram coletadas e armazenadas
em freezer a -80°C. Apds descongeladas, as amostras foram homogeneizadas
em tampao RIPA contendo Tris-Base 50mN, NaCl 150mN, Triton 1%, SDS
0,1%. As amostras foram quantificadas pelo método de Bradford sendo
utilizado o equipamento para leitura de microplaca. Posteriormente, as
amostras foram preparadas e submetidas a corrida com a técnica de
eletroforese (equipamento Bio-Rad) em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 6 a
15%) por aproximadamente 1h40min, com variagGes de 80 a 120 volts. Apds a

corrida foi realizada a transferéncia das proteinas para uma membrana de
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nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de eletroforese da Bio-Rad por
1h15min, a 100 volts. Apos a transferéncia, as membranas foram coradas com
solucdo Ponceau para a verificacdo da efetividade da transferéncia. Apoés
confirmacdo da presenca das bandas na membrana de nitrocelulose, estas
foram bloqueadas em uma solucdo com BSA 5% e solucdo TBS-Tween por 1-
2h em temperatura ambiente. Posteriormente foram incubadas a 4°C overnight
com o anticorpo primario especifico para cada proteina estudada. A ligacdo do
anticorpo primario foi detectada com a utilizagcdo de anticorpo secundario. A
expressdo de B-actina, controle endégeno, foi utilizada para normalizar os
resultados. Através de reacdo de quimiluminescéncia (ECL) as bandas foram
guantificadas usando o Image Lab™ Software (Version 5.1, Bio Rad

Laboratories Inc.) (Figura 12).
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musculo vasto
lateral

|7 Tampao RIPA
l Leitor de microplacas

Quantificacéo pelo método de Bradford

|
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Eletroforese em gel de poliacrilamida
e transferéncia do gel para a membrana

~ sl N 4 g
e '\ — \}( — oy
i 85 Lo 4 . S
Membrana encubada 9
com anticorpos Por reac&o de quimiluminescéncia
primarios e (ECL) as bandas foram quantificadas.
secundarios Image Lab 5.1 Software

Figura 12. Processo de quantificagdo das proteinas do muasculo vasto lateral utilizando
a técnica de western blotting. Desenho criado com a ajuda do programa
Smart Servier Medical Art°.
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4.10 Protocolos experimentais com exercicio isomeétrico

No protocolo experimental 1 foi realizado o exercicio isométrico de
preensdo de mao (handgrip, Dinambdmetro, Sanny) utilizando-se um
dinamdmetro e no protocolo experimental 2 foi realizado exercicio isométrico
de perna utilizando-se também um dinamémetro (Dinamémetro Kratos modelo
DLC). Ambos os protocolos foram realizados a 30% da contragdo voluntaria
maxima (CVM) previamente avaliada. A pressao arterial, frequéncia cardiaca e
o fluxo sanguineo muscular do braco (protocolo experimental 1) e da perna
(protocolo experimental 2) foram registrados. Os protocolos experimentais 1 e 2
foram realizados em duas sessdes distintas, de forma randomizada, com pelo

menos 48h de intervalo entre elas (Figura 13).
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Protocolo Experimental 1 — Exercicio de preensao de mao (handgrip)

0 min 3 min 6 min 8 min

Exercicio handgrip =
I Repouso I (30% CVM) I Recuperacao I

FSM, PAM e FC

Protocolo Experimental 2 — Exercicio de perna

0 min 3 min 6 min 8 min

Repouso Excflc Loipotia Recuperacao
P (30% CVM) perac

FSM, PAM e FC

Figura 13. Sequéncias dos protocolos experimentais 1 e 2. CVM, contracdo voluntaria
maxima; FSM, fluxo sanguineo muscular; PAM, presséo arterial média; FC,
frequéncia cardiaca.

4.11 Analise Estatistica

Os dados estdo apresentados como média * erro-padrdo da meédia.
Foram testadas a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade

pelo teste de Levene para todas as variaveis. O teste y2? (Qui-quadrado) foi

utilizado para avaliar a diferenca nas proporcdes de sexo entre os grupos DAC
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e CS. Os testes t de “Student” ou teste de Mann-Whitney foram utilizados de
acordo com a normalidade dos dados para a comparagao das caracteristicas
fisicas e hemodinamicas basais e também utilizados nas variaveis sanguineas
e teciduais entre os grupos CS e DAC. De acordo com a normalidade ou néo
dos dados foram realizadas a correlacado de Pearson ou de Spearman para as
associacOes entre a expressdo dos miRNAs e do fluxo sanguineo periférico, e
dos fatores angiogénicos e antiangiogénicos da via do VEGF. Para as andlises
das variaveis durante os protocolos experimentais de exercicio foi utilizada a
ANOVA (two-way) para medidas repetidas. Quando necessario, o teste post-
hoc de Scheffe foi aplicado para determinar a diferenca entre os grupos. Para a
comparacao da resposta das variaveis ao longo do exercicio os dados foram
expressos como area sob a curva (A.S.C.) e foi utilizado o teste T de Student
para amostras independentes para comparacdo dessas respostas entre 0s
grupos. Foi aceito como diferenca significativa em todas as analises um p<

0,05.
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Resultados
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5-RESULTADOS

De um total de 145 voluntarios pré-selecionados no ambulatorio de
Coronariopatia Crénica do InCor HCFMUSP ou selecionados na comunidade,
69 aceitaram participar do protocolo de pesquisa. Destes, 36 participantes
atingiram todos os critérios de inclusdo e exclusédo, sendo 22 pacientes com
DAC e 14 voluntarios saudaveis. Os demais 33 voluntarios foram excluidos por

diversos fatores que estdo apresentados na Figura 14.

Selecao dos participantes

Pré-Selecionados = 1]
Selecionados - 1]

Desistentes <)
Exames de triagem alterados
Bronquite
Hipertensao
Tabagismo
Obesidade
Disfungao Ventricular
Insuficiéncia Adrtica
L Total excluidos
CS incluidos

DAC incluidos -]
T T

] ] 1 ] 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Numero de voluntarios

Excluidos

Figura 14. Gréafico demonstrativo da inclusdo e exclusao de participantes no protocolo.
CS, controle saudavel; DAC, doenca arterial coronariana.
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5.1 Caracteristicas fisicas, funcionais, laboratoriais e clinicas

As caracteristicas fisicas, funcionais e laboratoriais do grupo CS e do
grupo DAC sdo mostradas na Tabela 2. N&o observamos diferencas
significativas entre os grupos em relacdo ao sexo, idade, peso, estatura, IMC,
forca maxima nos exercicios de handgrip (méo) e leggrip (perna) e fracdo de
ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE). Em relacdo aos dados laboratoriais néo
observamos diferencas significativas para lipoproteina de alta densidade (HDL)
e triglicérides entre os grupos. A glicemia de jejum apresentou uma tendéncia
(p= 0,06) a ser maior no grupo DAC em relacdo ao CS. As taxas de colesterol
total, lipoproteina de baixa densidade (LDL) e ndo-HDL foram
significativamente menores no grupo DAC quando comparado ao CS (Tabela
2). Com isso podemos observar que a utilizacdo de estatinas esta otimizada

nos pacientes com DAC.

Na Tabela 3 estdo dispostas as caracteristicas clinicas e medicacfes
dos grupos CS e DAC. Na caracterizacao clinica dos pacientes com DAC,
podemos observar a presenca de comorbidades associadas, angina instavel
(Al), infarto agudo do miocéardio (IAM) e revascularizacdo do miocardio (RM)
prévios, procedimentos de cineangiocoronariografia (CATE) e divisdo da
gravidade da doenca por numero de artérias acometidas, angioplastia
transluminal coronaria (ATC), numero de stents utilizados, bem como, as

medicacOes dos pacientes com DAC.
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Tabela 2. Caracteristicas fisicas, funcionais e laboratoriais em pacientes com
doenca arterial coronariana e individuos controle saudaveis

Grupos

VEUEVETS CS (n=14) DAC (n=22) Valor de P

Caracteristicas Fisicas

Sexo (Masculino/Feminino) (10/4) (16/6) 0,93
Idade (anos) 52+2 55+1 0,10
Peso (kg) 69,7+ 3,4 73,6 2,5 0,35
Estatura (m) 1,68 £ 0,02 1,67 £ 0,02 0,74
IMC (kg/m?) 25+ 1 261 0,08

Caracteristicas Funcionais

FEVE (%) 58+1 56 +1 0,42
Forca Maxima Brago (kgf) 36+3 352 0,85
Forca Maxima Perna (kgf) 21+3 2712 0,11

Caracteristicas Laboratoriais

Triglicérides (mg/dL) 102+8 107 £ 14 0,55
HDL-colesterol (mg/dL) 51+3 48 £ 2 0,42
LDL-colesterol (mg/dL) 125+ 4 99 +12 0,00
nao-HDL-colesterol (mg/dL) 145+ 4 120+ 12 0,00
Colesterol Total (mg/dL) 1977 168 + 12 0,01
Glicemia de Jejum (mg/dL) 99 +2 107+ 3 0,06

Os valores estédo apresentados como média + erro padrdo da média. CS, controle saudavel;
DAC, doencga arterial coronariana; IMC, indice de massa corporal; HDL, lipoproteina de alta
densidade; LDL, lipoproteina de baixa densidade.
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas e medicaces em pacientes com doenca
arterial coronariana e individuos controle saudaveis

Grupos

Variaveis, n (%) CS (n=14) DAC (n=22)

Comorbidades associadas, n (%)

Hipertensao - 16 (73)
Ex-tabagista - 11 (50)
Dislipidemia - 22 (100)
Diabetes Mellitus tipo 2 - 2(9)
Cineangiocoronariografia, n (%) - 22 (100)
DAC uniarterial - 6 (27)
DAC biarterial - 11 (50)
DAC triarterial - 5 (23)

Eventos prévios, n (%)
Al - 7 (32)
IAM - 15 (68)

Tratamento intervencionista, n (%)

RM - 8 (36)

ATC - 13 (59)
1 stent - 2(9)
2 stents - 5(23)
3 ou mais stents - 6 (27)

Medicacdes, n (%)

Betabloqueadores - 19 (86)
Estatinas - 22 (100)
Antiagregantes plaquetarios - 22 (100)
Inibidores da ECA/Blogueadores AT1 - 12 (55)

Os valores estédo apresentados como média + erro padrdo da média. CS, controle saudavel;
DAC, doenga arterial coronariana; Al, angina instavel; 1AM, infarto agudo do miocardio; RM,
revascularizagdo do miocardio; ATC, angioplastia transluminal coronéria; ECA, enzima
conversora de angiotensina; AT1, receptor de angiotensina 1.
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5.2 Expressao dos miRNAs circulantes e teciduais

Para responder o objetivo 1 do estudo, avaliamos a expressdo dos
mMiRNAs -126, -16, -21 e -92a no sangue total e no musculo esquelético do
grupo de pacientes com DAC e no grupo de individuos CS.

A seguir na Figura 15 estdo apresentadas as expressdes dos miRNASs -
126, -16, -21 e -92a no sangue total de pacientes com DAC e no grupo CS.
Podemos observar que os miRNAs -126 (p= 0,02), -16 (p= 0,02) e -21 (p= 0,00)
encontram-se significativamente reduzidos nos pacientes com DAC quando
comparados com o grupo CS. Entretanto, ndo observamos nenhuma diferenca

entre os grupos DAC e CS para a expressao do miRNA-92a (p= 0,11).

250-
-gzoo- -
.13 m m|
§150-m[31 3: o g
£ -
g1oo-T|:F_§L %_EF'@'
S o % o F mn
B U o ® g O
@ﬂfﬁnﬂ

2 DAC

2004

Expressao circulante de miRNAs
(% do CS)

1504

Média

100

{lallal a0

miR-126 miR-16 miR-21 miR-92a

g

Figura 15. Dados individuais (Painel superior) e valores médios (Painel inferior) da
expressdo de miRNAs-126, -16, -21 e -92a circulantes no sangue total, nos
pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) e nos individuos controle
saudaveis (CS). Os dados estao apresentados como média * erro padrao
da média. * =p< 0,05 vs. CS; ** =p< 0,01 vs. CS; NS= diferenca
estatisticamente ndo significativa.
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As expressdes dos miRNAs -126, -16, -21 e -92a medidas no musculo
esquelético de pacientes com DAC e no grupo CS estdo apresentadas na
Figura 16. Assim como foi observado na medida do sangue total, os miRNAs -
126 (p= 0,03), -16 (p= 0,03) e -21 (p= 0,04) encontram-se significativamente
reduzidos nos pacientes com DAC quando comparados com o grupo CS.
Contudo, a expressdo do miRNA-92a no tecido apresentou uma tendéncia em

estar reduzido (p= 0,07) no grupo DAC em relacdo ao CS.
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Figura 16. Dados individuais (Painel superior) e valores médios (Painel inferior) da
expressdo de miRNAs-126, -16, -21 e -92a teciduais, nos pacientes com
doenca arterial coronariana (DAC) e nos individuos controle saudaveis
(CS). Os dados estédo apresentados como média + erro padrdo da média. *
=p< 0,05 vs. CS; NS= diferenca estatisticamente ndo significativa.
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5.3 Expressdo génica e proteica dos fatores angiogénicos e

antiangiogénicos no musculo esquelético

Para responder o objetivo 2 do estudo, avaliamos a expressao génica e
proteica dos fatores angiogénicos e antiangiogénicos do grupo de pacientes

com DAC e no grupo de individuos CS.

5.3.1 Expressdo génica dos fatores angiogénicos e antiangiogénicos no
musculo esquelético

Na Figura 17, a expressao génica tecidual do fator antiangiogénico
PISKR2 foi significativamente (p=0,02) maior no grupo DAC quando comparado
ao grupo CS. Por outro lado, diferente do esperado, a expressao génica
tecidual da INOS foi significativamente (p=0,02) menor no grupo DAC em
relacdo ao CS. Além disso, o fator de sobrevivéncia celular, Bcl-2 foi

significativamente (p= 0,01) menor no grupo DAC em relag¢do ao grupo CS.
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Figura 17. Dados individuais e valores médios da expressdo génica tecidual dos
fatores antiangiogénicos PI3KR2 (Painel A) e iNOS (Painel B); e do fator
angiogénico de sobrevivéncia celular Bcl-2 (Painel C) dos pacientes com
doenca arterial coronariana (DAC) e nos individuos controle saudaveis
(CS). *=p< 0,05 vs. CS.

Na Tabela 4 estdo representadas as expressdes génicas teciduais dos
fatores antiangiogénicos Spred-1, Bad e Bax e também, dos fatores
angiogénicos eNOS, VEGF-A, VEGFR-1, VEGFR-2 e HIF-1a. Para estes
fatores, observamos que nédo houve nenhuma diferenca entre o grupo DAC e o

grupo CS.
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Tabela 4. Expresséo génica dos fatores angiogénicos e antiangiogénicos da via
do VEGF em pacientes com doenga arterial coronariana e
individuos controle saudaveis

Valor de P

Fatores antiangiogénicos

Spred-1 100+ 4 105+ 4 0,40
Bad 100 + 17 92+8 0,64
Bax 1009 111 +7 0,34
Fatores angiogénicos

eNOS 100+ 6 109+ 9 0,44
VEGF-A 100 = 18 120+ 11 0,31
VEGFR-1 1007 105+ 8 0,65
VEGFR-2 100 £ 11 114 +11 0,36
HIF-1a 100+ 6 95+4 0,47

Os valores estédo apresentados como média + erro padrdo da média. CS, controle saudavel;
DAC, doenca arterial coronariana.

5.3.2 Expressdo proteica dos fatores angiogénicos e antiangiogénicos no
musculo esquelético

A seguir estdo representadas as expressdes proteicas dos fatores
angiogénicos, antiangiogénicos, de apoptose e sobrevivéncia celular. Na Figura
18, observamos que os fatores antiangiogénicos: iINOS (Figura 18A, p=0,75) e
PISKR2 (Figura 18B, p= 0,75) ndo sao diferentes entre os grupos DAC e CS.
Porém a expressdo do fator apoptotico Bad (Figura 18C, p= 0,02) esta

significativamente aumentado no grupo DAC quando comparado ao CS.
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Figura 18. Dados individuais e valores médios da expressao proteica dos fatores
antiangiogénicos iINOS (Painel A), PI3BKR2 (Painel B) e apoptético Bad
(Painel C) e os blots representativos de cada proteina (Painel D) dos
pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) e nos individuos controle
saudaveis (CS). *= p< 0,05 vs. CS.

Na Figura 19, observamos que as expressdes proteicas teciduais dos
fatores angiogénicos, VEGF-A (Figura 19A, p= 0,69), PI3K (Figura 19C, p=
0,20) e p-eNOS/eNOS total (Figura 19E, p= 0,31), ndo foram significativamente
diferentes entre os grupos DAC e CS. Entretanto, observamos uma tendéncia
na p-Akt/Akt total (Figura 19D, p= 0,06) a ser menor no grupo DAC em relacdo
ao grupo CS. Por outro lado, a expressao proteica do VEGFR-2 (Figura 19B,

p= 0,03) foi significativamente maior no grupo DAC quando comparado ao CS.
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Figura 19. Dados individuais e valores médios da expressado proteica dos fatores
angiogénicos VEGF-A (Painel A), VEGFR-2 (Painel B), PI3K (Painel C), p-
Akt/Akt total (Painel D), p-eNOS/eNOS (Painel E) e o0s blots
representativos de cada proteina (Painel F) dos pacientes com doenca
arterial coronariana (DAC) e nos individuos controle saudaveis (CS). *= p<
0,05 vs. CS.

J4, na Figura 20, estdo representadas as expressfes proteicas teciduais
dos fatores angiogénicos e de sobrevivéncia celular. As expressdes da c-Raf

(Figura 20A, p= 0,14) e HIF-1a (Figura 20D, p= 0,98) foram semelhantes entre

os grupos DAC e CS. Contudo, a p-ERK1/2/ERK1/2 total foi significativamente
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menor (p= 0,047) no grupo DAC em relacdo ao CS (Figura 20B). Entretanto,
observamos que a expressao de Bcl-2foi significativamente maior (p= 0,01) no

grupo DAC quando comparado com o grupo CS (Figura 20C).
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Figura 20. Dados individuais e valores médios da expressao proteica dos fatores
angiogénicos e de sobrevivéncia celular, c-Raf (Painel A), p-
ERK1/2/ERK1/2 total (Painel B), Bcl-2 (Painel C), HIF-1a (Painel D) e blots
representativos de cada proteina (E) dos pacientes com doenca arterial
coronariana (DAC) e nos individuos controle saudaveis (CS). *= p< 0,05
vs. CS.
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5.4 Caracteristicas hemodinamicas e vasculares

Para responder o objetivo 3 do estudo, avaliamos o fluxo sanguineo
periférico em repouso e durante o exercicio do grupo de pacientes com DAC e

no grupo de individuos CS.

5.4.1 Repouso

Protocolo Experimental 1 - Braco

Em repouso, o FSM e a CVA foram semelhantes entre os grupos DAC e
CS. Da mesma forma, ndo observamos diferencas entre os grupos na PAM e

FC (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas hemodinamicas e vasculares em repouso em
pacientes com doenca arterial coronariana e individuos controle
saudaveis — Protocolo Experimental 1 (Bracgo)

VEUEVES (n(::TZ) (r?jzi) Valor de P
FSM (ml/min/100ml) 1,97 £ 0,16 1,84 £ 0,15 0,61
CVA (u.a.) 1,96+ 0,14 1,76 £ 0,14 0,37
PAM (mmHg) 1012 103 +3 0,60
FC (bpm) 63+1 62+2 0,76

Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. CS, controle saudavel;
DAC, doenga arterial coronariana; FSM, fluxo sanguineo muscular; CVA, condutancia vascular
do antebraco; PAM, pressao arterial média. FC, frequéncia cardiaca
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Protocolo Experimental 2 - Perna

No protocolo experimental da perna, o FSM, a CVP, a PAM e a FC em

repouso néo foram diferentes entre os grupos DAC e CS (Tabela 6).

Tabela 6. Caracteristicas hemodindmicas e vasculares em repouso em
pacientes com doenca arterial coronariana e individuos controle
saudaveis — Protocolo Experimental 2 (Perna)

Variaveis (r?flcé) Valor de P
FSM (ml/min/100ml) 1,73 £ 0,06 1,48 + 0,09 0,15
CVP (u.a.) 1,89 £ 0,08 1,69 0,10 0,33
PAM (mmHg) 92+3 88 + 2 0,46
FC (bpm) 68+ 3 61+2 0,09

Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. CS, controle saudavel;
DAC, doenga arterial coronariana; FSM, fluxo sanguineo muscular; CVA, conduténcia vascular
do antebracgo; PAM, pressao arterial média. FC, frequéncia cardiaca

5.4.2 Durante o exercicio

Protocolo Experimental 1 - Brago

Os resultados hemodinamicos e vasculares durante o exercicio de
preensdo de mao (handgrip) realizado a 30% da CVM dos grupos CS e DAC

estdo apresentados abaixo.

O FSM, PAM e FC aumentaram significativamente durante o exercicio
em ambos os grupos (Tabela 7). Ainda, observamos que durante o exercicio, 0
grupo DAC apresentou nivel de FSM significativamente menor quando
comparado ao grupo CS (p=0,04). E, analises adicionais mostraram que a
resposta (ASC) do FSM foi significativamente menor (p< 0,01) no grupo DAC

quando comparado ao grupo CS. Durante o exercicio, 0s niveis de PAM
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aumentaram significativamente no grupo DAC e CS (p=0,00 e p=0,00,
respectivamente), e 0 mesmo ocorreu para a FC (p=0,01; DAC e p=0,00; CS)
Ainda, as respostas (ASC) de PAM e FC néo foram diferentes entre 0os grupos

(Tabela 7).

A CVA aumentou durante o exercicio somente no grupo CS (p< 0,01,
Figura 21XA) e foi significativamente menor (p= 0,00) no grupo DAC em
relacdo ao CS. Assim, a resposta ao exercicio (ASC) de CVA foi
significativamente menor (p= 0,02) no grupo DAC quando comparado ao grupo
CS, (Figura 21B). Estes resultados evidenciam que pacientes com DAC

apresentam uma vasodilatacdo comprometida durante o exercicio.

Tabela 7. Caracteristicas hemodinamicas e vasculares durante o exercicio de
preensdo de mao (handgrip) em pacientes com doenca arterial
coronariana e individuos controle saudaveis

CS (n=12) DAC (n=21)
Variaveis Repouso 3 min .S.C. Repouso 3 min
FSM (ml/min/100ml)  1,97+0,16 3,22+0,27* 8+1 1,84+0,15 2,31+0,19*t 6+1f
PAM (mmHg) 101+£2 114 + 3* 324+6 103+ 3 118 + 3* 33111
FC (bpm) 64+1 73+ 3* 208 £ 5 62+2 68 + 3* 199+9

Os valores esté@o apresentados como média + erro padrao da média. A.S.C, area sob a curva (resposta);
FSM, fluxo sanguineo muscular; PAM, presséo arterial média; FC, frequéncia cardiaca. "= P <0,05 vs.
Repouso CC. t=P <0,05 vs. CS.
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Figura 21. Conduténcia vascular do antebraco (CVA) durante o exercicio de preensao
de mao (handgrip) realizado a 30% da contracao voluntaria maxima (Painel
A) e resposta ao exercicio (Painel B) nos pacientes com doenca arterial
coronariana (DAC) e nos individuos controle saudaveis (C). ASC, area sob
a curva. *= P <0,05 vs. Repouso. = P <0,05 vs. CS.

Protocolo Experimental 2 — Perna

Os resultados hemodinamicos e vasculares durante o exercicio de perna

realizado a 30% da CVM dos grupos DAC e CS estéo apresentados abaixo.

O FSM aumentou significativamente durante o exercicio em ambos 0s
grupos, sendo que durante o exercicio observamos que o FSM foi
significativamente menor (p= 0,04) no grupo DAC quando comparado ao CS
(Tabela 8). Além disso, a resposta (ASC) foi menor no grupo DAC em relacdo
ao grupo CS (p= 0,01; Tabela 8). Nao houveram diferencas na PAM e FC
durante o exercicio e nem nas respostas entre os grupos (Tabela 8). Além
disso, ndo observamos aumento da CVP durante o exercicio em ambos os
grupos, porém durante o exercicio observamos que o grupo DAC apresenta
niveis de CVP significativamente menor (p= 0,02) do que o grupo CS (Figura
22A). Ja, a resposta (ASC) de CVP durante o exercicio foi significativamente

menor (p= 0,01) no grupo DAC comparado ao grupo CS (Figura 22B).
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Tabela 8. Caracteristicas hemodinamicas e vasculares durante o exercicio de
perna em pacientes com doenca arterial coronariana e individuos
controle saudaveis

FSM (ml/min/100ml) ~ 1,73+0,06 2,16+0,10**  6+0 1,48+0,09 1,78+0,09*  5+0f
PAM (mmHg) 92+3 109 +5* 300 + 16 88 + 2 113+3*  302+8
FC (bpm) 68+ 3 81 + 3* 229+ 9 61+2 76 + 3* 210+ 8

Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. A.S.C, area sob a curva (resposta);
FSM, fluxo sanguineo muscular. PAM, pressao arterial média. FC, frequéncia cardiaca "= P <0,05 vs.
Repouso CC. t= P <0,05 vs. CS.

A 28 B 8-
CS
2.4 -= DA =
DAC o g & — 5
T 20 =%
© 2.
: oo
= i 35 41
o 16 I'\i ok
5 N
1.2 N = 2
[ -
0.0 T T 0 T
Repouso 3min Ccs DAC

Figura 22. Condutancia vascular da perna (CVP) durante o exercicio de perna
realizado a 30% da contracao voluntaria maxima (Painel A) e resposta ao
exercicio (Painel B) nos pacientes com doenga arterial coronariana (DAC)
e nos individuos controle saudaveis (C). ASC, area sob a curva. *= P <0,05
vs. Repouso. 1= P <0,05 vs. CS.

5.5 Padrédo de fluxo (shear rate) na artéria braquial e femoral em repouso

5.5.1 Experimento na artéria braquial

Os resultados de padréo de fluxo sanguineo braquial em repouso estéao

apresentados a seguir.

O diametro da artéria braquial foi semelhante entre os grupos DAC e CS
(p= 0,078; Figura 23). Em relacdo ao padrdo de Shear Rate (SR) podemos

observar que o SR anterdgrado e SR médio, representativos do padrdo de
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fluxo laminar na parede da artéria, foram significativamente menores no grupo
DAC quando comparado com o grupo CS (p= 0,046, p= 0,01, respectivamente;
Figuras 24A e 24B). Ja, em relacdo aos indices envolvidos com o fluxo mais
turbilhonado na parede arterial, observamos que o SR retrogrado foi similar
entre os grupos (p= 0,26; Figura 24C). Entretanto, houve uma tendéncia para o

SR oscilatério ser maior no grupo DAC em relagdo ao CS (p=0,08; Figura 24D).
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Figura 23. Diametro da artéria braquial nos pacientes com doenca arterial coronariana
(DAC) e nos individuos controle saudaveis (CS).
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Figura 24. Padréo de Shear Rate (SR) da artéria braquial nos pacientes com doenca
arterial coronariana (DAC) e nos individuos controle saudaveis (C). SR
anterégrado (Painel A), SR médio (Painel B), SR retrogrado (Painel C) e
SR oscilatério (Painel D). Grupo DAC (n=18), grupo C (n=10). *=p <0,05

vs. CS.

5.5.2 Experimento na artéria femoral

Os resultados de padrao de fluxo sanguineo femoral em repouso estéao

apresentados a seguir. O diametro da artéria femoral, o SR retrogrado e SR

oscilatorio foram semelhantes entre os grupos DAC e CS. Por outro lado, o SR

anterogrado e o0 SR médio foram significativamente menores (p= 0,01 e p=

0,03, respectivamente) no grupo DAC comparado ao CS como pode ser

observado na Tabela 9. Esses achados sugerem que pacientes com DAC

apresentam um fluxo laminar reduzido na artéria femoral, porém néo foi
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observado nenhuma diferenca em relacdo ao fluxo turbilhonado em relacao

aos individuos CS.

Tabela 9. Padrdo de shear rate na artéria femoral em repouso em pacientes
com doenca arterial coronariana e individuos controle saudaveis

VEUEVETS (r?:%) (E;AZCO) Valor de P
Diametro (mm) 5,91 +0,28 5,80 £ 0,18 0,75
SR Anterégrado (s?) 96,58 + 7,81 72,82+ 4,14 0,01
SR Retrégrado (s?) -29,42 + 4,04 -26,25 + 2,64 0,52
SR Médio (s?) 67,16 + 8,55 46,57 + 4,34 0,03
SR Oscilatério (s*) 0,23+ 0,03 0,26 + 0,02 0,42

Os valores estédo apresentados como média + erro padrédo da média SR, shear rate.

5.6 Associacdo dos miRNAs com os fatores angiogénicos e

antiangiogénicos

Para responder o objetivo 4 do estudo, analisamos a associacdo dos
mMiRNAs -126, -16, -21 e -92a com as expressdes proteicas dos fatores
angiogénicos e antiangiogénicos de interesse para cada alvo conhecido na via
do VEGF.

Na Figura 25 observamos uma associacdo positiva entre a proteina
PISBKR2 e o0 miRNA-126, o que foi contrario ao esperado, ja que o0 miRNA-126
regula negativamente a expressdao deste gene em nivel pdés-transcricional,

podendo assim influenciar na expressao proteica.
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Figura 25. Associagdo entre a expressdo do miRNA-126 tecidual e o seu alvo de
interesse PIBKR2 nos pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) e
nos individuos controle saudaveis (CS). r, correlacdo de Pearson.

N&o foram observadas associagcdes entre 0 miRNA-16 e os fatores Bcl-2
(Figura 26A) e VEGF-A (Figura 26B). J4, em relacdo ao miRNA-16 e a
expressdo proteica de VEGFR-2, observamos uma associacdo negativa
(Figura 26C, p= 0,04), evidenciando desta maneira, uma regulacdo deste
MiRNA no seu gene-alvo de interesse, com consequente diminuicdo da

expressao proteica.



65

. 250+
3 r=-0,1414
< S 2004 = p=0,5197
c X
B g 1504 N i -
b & S -
@9 -\.—\
& S 100 = 5 .
S 504 = -
3
L
c T T T 1
0 50 100 150 200
miRNA-16
(expresséo tecidual, % do CS)
. 2504 . 4004
o r=-0,0845 @ r=-0,4347
@ S 2004 =0,7016 9 =0,0432
£2 - P £S0{ o P
‘t‘.g 8 150+ = = © g - ﬂa
=3 5\555&4_5 N § 2001 >
=Y o Q =]
G 8 e B 8 m B gﬁ Bl
1723 1723
2% s0- = W g 1001 =%, "
5 = 5 -
= 0 T T T 1 = 0 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
miRNA-16 miRNA-16
(expressao tecidual, % do CS) (expresséo tecidual, % do CS)

Figura 26. Associagao entre a expressdo do miRNA-16 tecidual e os seus alvos de
interesse Bcl-2 (Painel A), VEGF-A (Painel B) e VEGFR-2 (Painel C) nos
pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) e nos individuos controle
saudaveis (CS). r, correlagcéo de Pearson.

A seguir apresentaremos as associacdes entre os miRNAs -21 e -92a
teciduais com os fatores de interesse na via do VEGF. Ndo observamos
associac0Oes significativas entre o0 miRNA-21 e os fatores Bcl-2 (Figura 27A) e
p-eNOS/eNOS total (Figura 27B). Da mesma forma, ndo observamos
associacdo entre 0 miRNA-92a e a p-eNOS/eNOS total (Figura 28). Esta
auséncia de associacdo reforca a ideia de uma regulagédo indireta destes

MiRNAS nestas vias de interesse.
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Figura 27. Associacdo entre a expressao do miRNA-21 tecidual e os seus alvos de
interesse Bcl-2 (Painel A) e p-eNOS/eNOStotal (Painel B) nos pacientes
com doenca arterial coronariana (DAC) e nos individuos controle
saudaveis (CS). r, correlagédo de Pearson.
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Figura 28. Associagdo entre a expressdo do miRNA-92a tecidual e o seu alvo de
interesse  p-eNOS/eNOStotal nos pacientes com doenca arterial
coronariana (DAC) e nos individuos controle saudaveis (CS). r, correlagéo
de Pearson.

5.7 Associacao dos miRNAs com o fluxo sanguineo periférico

Para responder o objetivo 5 do estudo, analisamos as associacfes entre
os miRNAs -126, -16, -21 e -92a circulantes e teciduais com o fluxo sanguineo

periférico em repouso dos grupos DAC e CS.
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Na Tabela 10 sdo apresentadas as associacdes entre os MiRNAs
circulantes (c-miRNAs) e os parametros de shear rate e diametro tanto para a
artéria braquial quanto para a artéria femoral.

Para a artéria braquial, as associacfes entre os c-miRNAs -126, -16, -
21, e -92a e o diametro da artéria, shear rate (SR) médio, SR anterogrado, SR
retrogrado e SR oscilatério ndo foram significativas. NOs apenas observarmos
uma tendéncia (rho= -0,39; p= 0,06) para uma associacao negativa entre o c-
MiRNA-92a e o diametro da artéria braquial. Além disso, ndo foram observadas
associacOes entre 0os c-miRNAs e os parametros de shear rate e diametro da

artéria femoral.

Tabela 10. Associacdes entre os mMiRNAs circulantes (c-miRNAs) e os
parametros das artérias braquial e femoral em repouso em
pacientes com doenca arterial coronariana e individuos controle

saudaveis
c-miRNAs

c-miR-126 c-miR-16 c-miR-21 c-miR-92a
Variaveis rho p rho p rho p rho p
Artéria Braquial
Diametro (mm) -0,16 0,48 0,04 0,84 -0,07 0,76 -0,39 0,06
SR médio (s1) 0,21 0,35 0,10 0,64 0,13 0,55 0,26 0,21
SR anterdgrado (s?) 0,21 0,35 0,09 0,67 0,10 0,63 0,26 0,22
SR retrégrado (s?) 0,01 0,96 0,78 0,47 0,16 0,47 0,19 0,37
SR oscilatério (u.a.) -0,13 0,55 -0,11 0,61 -0,18 0,40 -0,22 0,29

]
Artéria Femoral

Diametro (mm) 0,05 0,84 0,21 0,33 0,03 0,89 -0,07 0,76
SR médio (s) -0,09 0,70 -0,16 0,47 -0,08 0,72 -0,17 0,42
SR anterdgrado (s?) 0,01 0,96 -0,06 0,80 -0,05 0,80 -0,27 0,21
SR retrogrado (s) -0,25 0,25 -0,23 0,27 -0,07 0,75 -0,08 0,70
SR oscilatério (u.a.) 0,17 0,44 0,20 0,35 0,04 0,87 0,17 0,44

Os valores de correlacdo e de p estdo apresentados na tabela. rho, correlacdo de Spearman;
SR, shear rate.
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Na Tabela 11 sdo apresentadas as associacdes entre os MIRNAs
teciduais (t-miRNAs) e os parametros de shear rate e medida do diametro para
a artéria femoral.

Nas associacdes entre os t-miRNAs e os parametros da artéria femoral,
apenas observamos uma associacao negativa significativa entre o t-miRNA-
92a e o SR anterégrado (rho= -0,52; p= 0,02), enquanto que para os demais

parametros ndo houveram associacoes.

Tabela 11. Associagdes entre os miRNAs teciduais (t-miRNAS) e os parametros
da artéria femoral em repouso em repouso em pacientes com
doenca arterial coronariana e individuos controle saudaveis

t-miRNASs

t-miR-126 t-miR-16 t-miR-21 t-miR-92a
Variaveis rho p rho p rho p rho p
Didametro (mm) 0,35 0,10 0,22 0,36 0,16 0,49 0,23 0,34
SR médio (s1) -0,08 0,71 -0,34 0,15 0,02 0,93 -0,35 0,13
SR anterdgrado (s?) -0,10 0,67 -0,38 0,10 -0,08 0,75 -0,52 0,02
SR retrogrado (s7) -0,16 0,48 0,00 0,98 -0,01 0,96 0,27 0,26
SR oscilatério (u.a.) 0,28 0,20 0,28 0,24 0,13 0,58 0,13 0,59

Os valores de correlacdo e de p estdo apresentados na tabela. rho, correlacdo de Spearman;
SR, shear rate.

A seguir, apresentaremos as associagoes entre os miRNAs circulantes
(c-miRNAS) -126, -16, -21 e 92a e o0 FSM e CVA do experimento de brago em

repouso e durante o exercicio.

Na Tabela 12, sdo apresentadas as associagcoes entre 0os c-miRNAs -
126, -16, -21 e -92a e 0 FSM do experimento de braco em repouso e em
reposta ao exercicio. Como pode ser observado, os c-miRNAs -126, -16 e -21

apresentaram associacdes positivas com o FSM, tanto em repouso como em
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resposta ao exercicio. Entretanto, ndo observamos associacdo entre o c-
mMiRNA-92a e o FSM.
Tabela 12. Associagbes entre os miRNAs circulantes e o fluxo sanguineo

muscular do braco em repouso e durante 0 exercicio nos pacientes
com doenca arterial coronariana e nos individuos controle saudaveis

c-miRNAs
c-miR-126 c-miR-16 c-miR-21 c-miR-92a
Variaveis rho p rho p rho p rho p
Repouso
FSM (mL/min/200mL) 0,54 <0,01 0,46 0,02 0,44 0,02 -0,11 0,59
Exercicio

FSM (ASC, mL/min/10omL) 0,65 <0,001 0,57 0,002 0,61 0,001 0,12 0,57

Os valores de correlacéo e de p estdo apresentados na tabela. rho, correlacdo de Spearman; c-
miRNAs, miRNAs circulantes; FSM, fluxo sanguineo muscular. ASC, area sob a curva.

Observamos associagfes positivas significativas entre a CVA, tanto em
repouso quanto durante o exercicio, com os c-miRNAs -126 (Figuras 29A e
30A, respectivamente), -16 (Figuras 29B e 30B, respectivamente) e -21
(Figuras 29C e 30C, respectivamente) tanto em repouso quanto durante o
exercicio. Contudo, ndo vimos associacdo entre o c-miRNAs-92a e a CVA

(Figuras 29D e 30D, respectivamente).
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expressdo dos miRNAs circulantes. miRNA-126 (A, A), miRNA-16 (e, B),
mMiRNA-21 (m, C) e miRNA-92a (¢, D) nos pacientes com doenca arterial

coronariana (DAC) e nos individuos controle saudaveis (CS).
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Figura 30. Associacdo entre a reposta (A.S.C.) de condutancia vascular do antebraco
durante o exercicio de handgrip e a expressdo dos miRNAs circulantes.
miRNA-126 (A, A), MIRNA-16 (e, B), miRNA-21 (m, C) e miRNA-92a (¢, D)
nos pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) e nos individuos
controle saudaveis (CS). A.S.C., area sob a curva. rho, correlagdo de

Spearman.

Adicionalmente, analisamos a associacdo entre 0s miRNAs teciduais (t-

mMiRNASs) e o FSM e CVP do experimento de perna, em repouso e em resposta

ao exercicio (ASC) (Tabela 13).

Observamos que o t-miRNA-16 (r= 0,59; p= 0,02) estava positivamente

associado ao FSM em repouso, mas ndo com o exercicio (r= 0,43; p= 0,09).

Porém, observamos uma forte tendéncia (r=0,48; p= 0,06) para uma

associacao positiva entre o t-miRNA-92a e a CVP em resposta ao exercicio.



72

Tabela 13. Associacbes entre os miRNAs teciduais, fluxo sanguineo muscular e
condutancia vascular da perna em repouso durante o do exercicio de
perna nos pacientes com doenca arterial coronariana e nos individuos
controle saudaveis

t-miRNAS
t-miR-126 t-miR-16 t-miR-21 t-miR-92a
Variaveis r p r p r p r p
Repouso
FSM (mL/min/100mL) 0,02 0,93 0,59 0,02 -0,02 0,95 0,35 0,18
CVP (u.a.) -0,08 0,74 0,44 0,09 -0,16 0,56 0,42 0,10
Exercicio
FSM (ASC; mL/min/i00mL) 0,20 0,45 0,43 0,09 -0,03 0,92 0,39 0,14
CVP (ASC; u.a.) 0,16 0,52 0,32 0,23 -0,03 0,92 0,48 0,06

Os valores de correlagdo e o de p estdo apresentados na tabela. r, correlagdo de Pearson; t-
miRNAs, miRNAs teciduais; FSM, fluxo sanguineo muscular; CVP, condutéancia vascular da perna.
ASC, &rea sob a curva.

A seguir estdo apresentados os sumarios dos dados de acordo com o
seu objetivo.
Tabela 14. Suméario dos principais resultados relacionados ao objetivo 1,

avaliagdo da expressdo do miRNAs teciduais e circulantes, nos
pacientes com DAC em relacdo ao CS.

O
>
@)

Variaveis

Expressao t-miRNA-126

Expressao t-miRNA-16

Expressao t-miRNA-21

Expressao t-miRNA-92a

Expressao c-miRNA-126

Expresséao c-miRNA-16

Expressao c-miRNA-21

] ] =l

Expressao c-miRNA-92a
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Tabela 15. Sumario dos principais resultados relacionados ao objetivo 2,
avaliacdo da expressao génica e proteica dos fatores angiogénicos

e antiangiogénicos, nos pacientes com DAC em relacdo ao CS.

Variaveis

DAC

Expresséao génica:

PISKR2

iINOS

Bcl-2

“— k— >

Expresséao proteica:

VEGFR-2

Bcl-2

p-ERK1/2/ERK1/2

Bad

VEGF-A

PI3KR2

PI3K

p-Akt/Akt

p-eNOs/eNOS

iINOS

UNION NN ORI e

< nao é diferente, 1 maior, | menor

Tabela 16. Suméario dos principais resultados relacionados ao objetivo 3,
avaliacdo do fluxo sanguineo periférico, nos pacientes com DAC

em relacéo ao CS.

Variaveis

CVA de repouso (exp. braco)

CVA 3 min exercicio (exp. braco)

A.S.C. CVA (exp. braco)

CVA de repouso (exp. perna)

CVA 3 min exercicio (exp. perna)

A.S.C. CVA (exp. perna)

Shear rate

anterdgrado (braquial e femoral)

médio (braquial e femoral)
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retrogrado (braquial e femoral)

oscilatorio (braquial e femoral)

T

< nao é diferente, 1 maior, | menor

Figura 31. Sumério dos principais resultados relacionados ao objetivo 4, associacao
dos miRNAs com a expressao proteica.
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Vo &) Angiomi
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miRNA-126-3p

miRNA-16-5p

Associagdo positiva
» PI3KR2

> VEGFR-2
Associagdo negativa

Figura 32. Sumario dos principais resultados relacionados ao objetivo 5, associagdo
dos miRNAs com o fluxo sanguineo periférico.

AngiomiRs "@Q
circulantes
miRNA-126-3p
miRNA-16-5p
miRNA-21-5p

Associagéo positivacomo FSM e CVAem

repouso e durante o exercicio de handgrip
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6-DISCUSSAO

Os principais resultados do presente estudo mostram que pacientes com
DAC apresentam: 1) menor expressdao dos miRNAs -126, -16 e -21 tanto
circulantes quanto teciduais; 2) maior expressao génica do PI3KR2 e menor
expressado de Bcl-2 e INOS; 3) maiores expressodes proteicas de VEGFR-2, Bad
e Bcl-2, e menor expressdo de p-ERK1/2/ERK1/2; 4) menor resposta
vasodilatadora durante o exercicio de handgrip a 30%CVM e; 5) menor shear
rate anterégrado e meédio nas artérias braquial e femoral. Além disso,
observamos que nesses pacientes, os miRNA-126 e -16 estavam associados a
expressdo da PISKR2 e do VEGFR-2, respectivamente e; interessantemente,
0s c-miRNAs-126, -16 e -21 estavam associados com os niveis de FSM e CVA
em repouso e com a resposta durante o exercicio.

Conforme previamente descrito, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o perfil de expressdo de quatro miRNAs, conhecidos como angiomiRs,
envolvidos na via do VEGF e angiogénese vascular. Estudamos tanto os
mMiRNAs circulantes (sangue total) quanto os teciduais (musculo esquelético),
sendo que, até onde sabemos, somos 0s primeiros a investigar na literatura o
perfil de expressdo de miRNAs no musculo esquelético de pacientes com DAC
e estudar a possivel associacdo com seus diversos alvos na via do VEGF e
também com o fluxo sanguineo periférico, verificando assim o possivel impacto

funcional destes miRNAS nesses pacientes.
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6.1 Perfil de expressédo dos miRNAs e alteragc6es moleculares

A expressado dos miRNAs -126, -16 e -21 ja foram avaliadas em modelo
animal de hipertensao, utilizando ratos espontaneamente hipertensos (SHR).
Fernandes et al.*¢ demonstraram que estes miRNAs estavam relacionados com
a rarefacdo microvascular, bem como, tinham como alvos genes angiogénicos
e apoptoticos. Em nosso estudo identificamos que as expressdes dos miRNAs
-126, -16 e -21 estdo reduzidas em pacientes com DAC, tanto na circulacdo
qguanto no tecido muscular quando comparados com os individuos do grupo
CS. Nosso achado em relacdo ao miRNA -126 circulante esta em acordo com
estudos prévios da literatura. Fichtlscherer et al.°8 compararam amostras do
plasma sanguineo de pacientes com DAC e individuos saudaveis e
observaram que a expressdo do miRNA -126 estava diminuida na DAC.
Adicionalmente, Zhang et al.® demonstraram que o mMiRNA-126 estava
reduzido também em células progenitoras endoteliais isoladas do sangue total
de pacientes com DAC quando comparados com controles saudaveis.
Entretanto, esses achados ndo parecem ser um CONSenso, jA que outros
autores observaram que embora o mMIRNA-126 estivesse reduzido nas
microvesiculas circulantes, ndo estava reduzido no plasma de pacientes com
DAC®,

O miRNA-126 é abundante no endotélio vascular e esta intimamente
ligado a via angiogénica por alvejar diretamente dois genes importantes na via
do VEGF, o PISKR2 e o Spred-1475° No nosso estudo observamos que a
expressdo génica de PI3KR2 estava aumentada na DAC, mas a de Spred-1
nao foi diferente entre o DAC e o CS. No entanto, quando olhamos para a

expressao proteica da PISKR2, esta nao foi diferente no paciente DAC, mesmo
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este apresentando uma diminuicdo da expressédo de miRNA-126 tecidual. Uma
possivel explicacdo para este fato € que um mesmo gene pode ser alvejado
por mais de um miRNA. Assim, podemos pensar que a expressao proteica ndo
foi diferente devido a interferéncia de outros miRNAs nesta via.

Diferentemente da nossa hipétese inicial de que o miRNA-21 estaria
aumentado na DAC, n0s observamos uma expressdo reduzida deste miRNA.
Estudos prévios na literatura sobre a expressdao do miRNA-21 circulante em
pacientes com DAC sdo controversos. Um autor ja demonstrou que esta
expressdo estd aumentada’® e outro que esta diminuida®®. E ainda, estudos in
vitro, com HUVECs, mostram que existe aumento da expressdo de miRNA-21
tanto com estimulo de shear stress oscilatério’®, o qual esta associado a um
perfil inflamatério, quanto a um estimulo de shear stress laminar’3, onde os
autores observaram uma reducdo no seu alvo, PTEN, proteina que regula
negativamente a via PI3K/Akt/eNOS. Assim, o aumento do miRNA-21
impactaria diretamente na diminuicdo do PTEN. No entanto, no nosso estudo
nao observamos associacdo do miRNA-21 com a expressdo de eNOS nos
pacientes com DAC como esperdvamos, reforcando a ideia de que o miRNA-
21 nesta via do VEGF parece néo alvejar diretamente a eNOS.

Para esclarecer esta interacdo entre a PTEN e a eNOS, estudo
utilizando células endoteliais aodrticas humanas demonstrou que a PTEN
regulava negativamente a atividade da eNOS por alterar o estado de
fosforilacdo em S617 e S1179, e ndo por uma interacdo direta. Dessa maneira,
esses resultados sugerem que PTEN deve exercer seus efeitos em outro ponto

da via PI3K/Akt/eNOS®. Assim, é possivel especular que ao contrario do que
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esperavamos, 0 MiRNA-21 pode estar influenciando positivamente a via
angiogénica e, talvez até modulando o fluxo sanguineo muscular.

Sabe-se que o0 mMIRNA-21 também pode regular a Bcl-2, fator de
sobrevivéncia celular importante que atua conjuntamente com a via do VEGF
na angiogénese. No nosso estudo, a expressdo génica de Bcl-2 estava
diminuida, enquanto que a expressao proteica estava aumentada no paciente
com DAC comparado ao individuo CS. O gene Bcl-2 é validado como alvo do
mMiRNA-21 pelo programa TargetScan, entretanto, estudos tém mostrado que,
na verdade, quando o miRNA-21 aumenta, também ocorre um aumento do Bcl-
2, e com isso poderiamos imaginar ocorrer uma atuacao indireta deste miRNA
neste gene®. De fato, estudo em células cancerigenas de glioma (US7MG)
demonstrou que o miRNA-21 afetou o tratamento com Temozolomida (TMZ),
medicacdo que induz a apoptose por aumentar a Bax, fator apoptético, e
diminuir a Bcl-2. Entretanto, as células U87MG que receberam superexpressao
de miRNA-21 previamente ao tratamento com TMZ tiveram reduc¢do da razao
Bax/Bcl-2. Os autores ndo discutem se o miRNA-21 alveja diretamente o fator
antiapoptotico Bcl-2, mas provavelmente nao, ja que o aumento de miRNA-21
também levou ao aumento do Bcl-2%°. Deste modo, podemos inferir que possa
existir uma regulacdo indireta do miRNA-21 sobre o fator de sobrevivéncia
celular Bcl-2.

Importante lembrar que outro miRNA de interesse no nosso estudo que
regula o fator de sobrevivéncia Bcl-2, o miRNA-16, estava diminuido nos
pacientes com DAC comparado ao CS, e isto também foi diferente da nossa
hipotese inicial. Este miRNA é reconhecido por estar fortemente associado com

a sobrevivéncia celular, apoptose e proliferacdo, por alvejar diretamente VEGF,
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VEGFR-2 e Bcl-2%%9293 Sabe-se que um Unico gene pode sofrer acédo de
varios miRNAs, sendo heterogénea a regulacdo dos genes-alvo. Dessa forma,
um miRNA pode ser mais potente que outro, contribuindo para a diminui¢cdo ou
aumento da expressdo poés-transcricional daquele gene. Em relacdo aos
nossos achados, parece que o miRNA-16 tem um papel de destaque nessa via,
pois observamos 0 aumento da expressdo proteica do VEGFR-2, alvo ja
validado também para o0 miRNA-16. O VEGFR-2 é um importante sinalizador
para as cascatas PI3K/Akt/eNOS e Ras/Raf/MEK/ERK. Apesar do aumento da
expressdo proteica de VEGFR-2 na DAC, os fatores presentes nas duas
cascatas de sinalizacdo para a angiogénese, ndo tiveram aumento em suas
expressdes. Ao contrario, nds observamos uma reducdo da fosforilagdo da
ERK1/2 e uma forte tendéncia para a fosforilacdo da Akt ser menor no grupo
DAC comparado ao CS. Desta maneira, podemos especular que esta via de
sinalizacao para angiogénese pode estar sofrendo modulacdes de outras vias

e/ou outros miRNAs n&o avaliados no presente estudo.

Importante destacar que o miRNA-16 participa da regulagéo apoptética e
antiangiogénica. De fato, outros estudos envolvendo pacientes com doenga
arterial periférica® e mesmo em pacientes com DAC observaram que a
expressdo de miRNA-16 estava aumentada®. Contudo, nossos achados
corroboram estudo recente publicado por Wang et al.%®, em que esses autores,
assim como nos, observaram que o miRNA-16 estava diminuido no plasma e
em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com DAC em
comparacao com individuos sem DAC. E ainda, observaram que seu nivel de

expressdo foi inversamente associado com a IL-6 e o escore de Gensini e
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positivamente associado com a IL-10. Essas recém descobertas sugerem,
portanto, que ao contrario do que se pensava, o0 miRNA-16 pode ser um
miRNA antiaterogénico®®.

Modelos experimentais de IAM através de ligadura da artéria coronaria
descendente anterior em ratas demonstrou que o tratamento com atenolol,
metoprolol®” e carvedilol®®, agentes antagonistas de receptores beta-
adrenérgicos (betabloqueadores), ap6s o IAM reduziu a apoptose de
cardiomiécitos em areas infartadas/cicatrizadas, bordas e néo infartadas, e os
autores sugerem que isto ocorreu, principalmente, pelo aumento da razéo Bcl-
2/Bax avaliada por western blotting. Em relacdo aos pacientes com DAC
envolvidos no nosso estudo, dos vinte e dois participantes, dezenove (86%)
faziam uso de betabloqueadores. Sendo assim, a partir destes dados
experimentais poderiamos sugerir que estes agentes farmacologicos
mandatérios nas DCV, principalmente apds IAM, por melhorar o prognéstico e
reduzir mortalidade®, podem estar contribuindo para a diminuicdo da cascata

de apoptose por aumentar o fator de sobrevivéncia celular Bcl-2.

Outro achado interessante no presente estudo foi que observamos que a
expressdo proteica da Bad, fator antiangiogénico, que regula diretamente a
ativagcdo do fator de sobrevivéncia Bcl-2, esta aumentada nos pacientes com
DAC. A literatura mostra que a Akt tem influéncia direta no fator Bad*?. No
nosso estudo, a expressao proteica da Akt fosforilada mostrou forte tendéncia
(p= 0,06) em estar diminuida nos pacientes com DAC, desta maneira

reforcando que estas vias estéo interligadas.



82

Outro fator importante na sinalizacdo para a angiogénese, o PI3K,
regulado diretamente pela PI3KR2, ndo foi diferente entre os grupos DAC e
CS. Com isso, pudemos observar que a influéncia dos angiomiRs envolvidos
na regulacdo negativa dos fatores da cascata de sinalizacdo para angiogénese,
determinou pelo menos em parte, algumas alteracbes observadas neste
trabalho. Enquanto que outras modulactes esperadas dos miRNAs nos seus
alvos, impactando diretamente nas expressfes proteicas, nao foram

observadas neste estudo.

N&do podemos esquecer que a expressao tecido-especifico é uma
caracteristica importante dos miRNAs%.101 Qs diferentes perfis de expressdo
em diferentes locais, como sangue e tecido, indicam que as funcles
fisiolégicas dos miRNAs podem ser diferentes. A avaliacdo da expressdo de
mMiRNAs especificos no sangue e no tecido esquelético de pacientes com DAC,
identificando a participacdo na regulacdo de funcbes fisiolégicas pode ser
importante para estudos futuros. Para pontuar o que foi exposto acima, dois
estudos mostraram efeitos diferentes do miRNA-21 de acordo com a célula
estudada. Em células de glioblastoma o miRNA-21 teve efeito antiapoptético®?.
Por outro lado, o efeito antiapoptético ndo foi encontrado em estudo com
células HelLa'®®. Estes achados reforcam o entendimento de que a funcéo
fisiologica dos miRNAs pode ser tipo-celular dependente.

Em nosso estudo ndo observamos diferencas significativas nos niveis de
expressdo do miRNA-92a entre os pacientes com DAC e individuos saudaveis.
Assim como o miRNA-21, a expressdao do miRNA-92a é controversa na

literatura. De acordo com a literatura prévia’ 77104106 parece que o estimulo
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para aumento ou diminuicdo do miRNA-92a esta intimamente ligado a regites
com disfuncéo endotelial, em bifurcacdes com placas de ateroma e inflamacéo.
Nossos pacientes ndo apresentaram aumento do shear retrogrado e nem do
shear oscilatério, que estédo ligados a um fluxo oscilatorio (turbilhonado). Uma
possivel explicacdo para esses achados € que todos os pacientes avaliados
em nosso estudo (100%) faziam uso de estatina, medicacdo que tem efeito
pleiotrépico, ajudando ndo s6 na reducédo direta do colesterol total e LDL, mas
também auxiliando no controle inflamatério vascular através da modulacdo do
fator de transcricdo KLF1°7-110, Desta forma, o aumento da expressédo de KLF
impactaria na sinalizacdo para o0 aumento da eNOS e assim na
biodisponibilidade de NO.

A expressdo proteica da eNOS nao foi diferente entre os grupos
estudados. Para este achado, podemos especular que um balanco entre dois
fatores que impactam direto na expressao da eNOS, PTEN e KLF2, foram
afetos pela expressao diminuida dos miRNAs -21 e -92a teciduais. A expressao
de miRNA-92a nao foi significativamente diferente, entretanto tendeu (p=0,07)
para estar diminuido na DAC em comparacdo ao CS. O PTEN é reconhecido
como supressor de vias’®7391 e quando aumentado diminuiria a expressdo de

eNOS, enquanto que KLF2 é um fator de transcricdo que ativaria a eNOS07-110,

Para a nossa surpresa, a expressao génica de iNOS, fator importante
para a via inflamatéria que contribui, juntamente com os fatores
antiangiogénicos da via do VEGF, para a diminuicdo da integridade vascular e
manutencao da disfuncédo endotelial, estava reduzido nos pacientes com DAC

quando comparados aos individuos do grupo CS. Porém, o mesmo nao foi
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observado para a expressao proteica, onde ndo observamos diferencas entre
0s grupos. Poderiamos especular que uma diminuicdo da expressao génica da
INOS poderia mostrar que 0s nossos pacientes com DAC nédo estdo com uma
sinalizacdo ativa de uma das vias inflamatérias, o que pode ter sido
influenciado pelas medicacdes em uso, principalmente as estatinas. Ainda, a
expressdo da ERK1/2 fosforilada estava diminuida no grupo DAC em relacéo
ao grupo CS. Entretanto, observamos que a expressao proteica da Raf, um
fator inicial da cadeia de sinalizacdo para ativacdo da ERK1/2, foi semelhante
entre os grupos DAC e CS. A ERK1/2 é via final da cascata de sinalizacéo para
a proliferacdo celular, muito importante no processo de angiogénese. Porém,
isto demonstra, pelo menos em parte, nesta via, uma sinalizacdo reduzida,
podendo alterar a formacdo de novos vasos, capilarizacdo e até ter impacto,

talvez, no fluxo sanguineo.

Avaliacao adicional da expresséao génica e proteica de HIF-1a, fator de
transcricdo ativado por hipoxia, e importante sinalizagdo para a angiogénese,
nao foi diferente entre os grupos DAC e CS, demonstrando que estes pacientes

nao tinham essa via exacerbada.

Existem algumas explicacbes para achados controversos na literatura
em relacdo a expressdao de mMiRNAs e seus genes-alvo. Nés avaliamos
amostras de sangue total e do tecido muscular esquelético, enquanto outros
estudos utilizaram o plasma e células de cultura. Quando analisamos as
amostras de sangue total, mensuramos os mMIRNAs a partir dos niveis
intracelulares e extracelulares. Porém, estudos anteriores mediram no plasma,

olhando apenas para miRNAs em nivel extracelular*!l. Outros desafios na
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medida da expressao de miRNAs circulantes podem ser explicados por alguns
fatores como: diferentes tipos de controles endégenos ou exdégenos usados

para normalizar o miRNA, os métodos usados para coleta, preparacdo e
armazenamento das amostras, caracteristicas do paciente, como por exemplo,
idade, sexo, historico médico, bem como o tempo e a gravidade da doenca. Em
conjunto ou isoladamente, estes fatores citados podem resultar na variabilidade

dos niveis de miRNA encontrados nos estudos196.111,

6.2 Fluxo sanguineo periférico

No presente estudo, o grupo DAC apresentou menores valores de SR
anterégrado e SR médio do que o grupo CS. Estes fluxos representam um
padrdo de fluxo laminar, associado a expressdo de genes antiaterdgenicos?'?,
sendo importante modulador da funcdo vascular, podendo ainda estar
associado a maior biodisponibilidade de NO. Assim, em nosso estudo que
avaliou pacientes com DAC, que conhecidamente apresentam disfuncdo
vascular, este achado é esperado. No entanto, observamos que o SR
retrégrado e SR oscilatério, ambos relacionados a um distarbio no padréo de
fluxo (fluxo turbilhonado), foram semelhantes entre os pacientes com DAC e os
individuos CS. Sabe-se que este padrao de fluxo esta diretamente relacionado
com a saude cardiovascular. Estudo prévio, in vitro, observou que este perfil de
fluxo turbilhonado esta associado ao aumento na expressao de genes pro-
aterogénicos e inflamatorios (VCAM-1, ICAM-1, MCP-1 e NADPH oxidase) e a
diminuicdo da expressdo de eNOS e, consequentemente, da biodisponibilidade

de NO!*2, Além disso, em individuos saudaveis''3, o aumento agudo e cronico



86

do fluxo retroégrado pode levar a uma diminuicdo marcante na funcéo endotélio-

dependente tanto de artérias de membros superiores e inferiores.

N6s ndo medimos os niveis de NO nos nossos pacientes, mas esta bem
estabelecido na literatura que a sua biodisponibilidade estd reduzida na
presenca de DCV1L14114-117 'No nosso estudo, ndo observamos alterages na
expressao génica e proteica da eNOS e nem aumento do fluxo retrégrado nos
pacientes com DAC em relacdo ao CS. Deste modo, podemos pensar que
talvez o uso da medicacdo estatina pelos pacientes com DAC esteja
influenciando nas respostas dessa via. A estatina, além de reduzir o colesterol,
promove protecdo por reduzir fatores inflamatdrios e melhorar a funcéo
endotelial'1®1?2, Entretanto, esta protecdo contra um possivel aumento do fluxo
retrogrado vascular, ndo foi suficiente para proteger contra a reducdo do fluxo

sanguineo muscular visto nestes pacientes.

Em relacdo as medidas durante os protocolos experimentais de exercicio
de handgrip e de exercicio de perna, observamos diferencas significativas na
resposta do FSM e CVA entre pacientes com DAC e o grupo CS, em que o
grupo DAC apresentou menor resposta vasodilatadora durante o exercicio. Os
achados do presente estudo corroboram com dados prévios do nosso grupo?3,
onde observamos comportamento semelhante em pacientes 1 més apés o 1AM,
ou seja, um FSM diminuido em repouso e a auséncia de resposta
vasodilatadora frente ao exercicio. O que nos chama atencdo, € que
provavelmente este prejuizo na vasodilatagcdo ndo esta ocorrendo somente na
fase aguda do evento isquémico, 1 més apos o IAM, mas esta perdurando por

um longo periodo nestes pacientes com DAC cronica. Contudo, apesar deste
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conhecimento, o0 mecanismo por trds deste comportamento ainda nado esta

totalmente elucidado.

Nosso estudo ndo avaliou nenhum mecanismo envolvido nesta resposta,
mas podemos especular que os fatores de risco como hipertenséao,
dislipidemias, tabagismo e diabetes, presentes nos nossos pacientes com DAC,
estdo alterando a permeabilidade e funcionalidade do endotélio vascular. A
dislipidemia foi o fator de risco mais prevalente, sendo presente em 100% da
nossa populacdo com DAC, seguida pela hipertensdo com 73%. Juntas, essas
condicbes podem promover um ambiente favoradvel ao desenvolvimento de
disfuncdo endotelial e de uma resposta vasodilatadora abolida durante o

exercicio.

Interessantemente, até onde sabemos, este é o primeiro estudo que
mostra associacdes entre angiomiRs e o FSP em pacientes com DAC. De
acordo com nossa hipotese, a expressao dos miRNAs -126, -16, -21 e 92a
circulantes e teciduais estaria associada aos fluxos das artérias braquial e
femoral, e a0 FSM em repouso e durante os exercicios de handgrip e de perna.
Contudo, ao contrario da nossa hip6tese inicial, ndo observamos associacao
entre o padrdo de fluxo das artérias braquial e femoral com os miRNAs
circulantes. Por outro lado, os miRNAs -126, -16 e -21 circulantes estavam
associados a resposta de FSM e CVA, durante o exercicio de handgrip, mas
ndo ao exercicio de perna. Em relagdo aos miRNAs teciduais, nos
encontramos apenas uma associacdo do miRNA-16 com o FSM. Estas
associacbes parecem importantes e relevantes quando pensamos que 0S

mMiRNAs tém a funcdo de regular a expressao proteica. Os miRNAs podem
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estar modulando a integridade vascular pelo fluxo sanguineo, pois os miRNAs
possuem multiplos alvos no endotélio. Quando o miRNA atua em algum gene-
alvo, espera-se uma diminuicio na producdo de proteinas e
consequentemente, uma reducao na atividade de varias vias. Estes resultados,
até onde sabemos, sdo novos na literatura e mostram que estes miRNAs
teciduais podem ter um papel protetor nestes pacientes com DAC, sendo
associados ao fluxo sanguineo muscular. No entanto, mais estudos

mecanicistas sdo necessarios para endossar estes achados.
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7-CONCLUSOES

Pacientes com DAC em relacao aos individuos CS apresentaram:

1- Menor expressdo dos miRNAs -126, -16 e -21 tanto circulantes quanto
teciduais;

2- Maior expressédo génica do PI3BKR2 e menor de Bcl-2 e iINOS;

3- Maiores expressoes proteicas de VEGFR-2, Bad e Bcl-2, e menor expresséo
de pERK1/2/ERK1/2;

4- Menor resposta vasodilatadora durante o exercicio de handgrip a 30%CVM,;
5- Menor shear rate anterogrado e médio nas artérias braquial e femoral em
repouso.

Além disso, foi observada uma associacéo positiva entre o t-miRNA-126
e PI3KR2, e entre o t-miRNA-16 e o VEGFR-2. Ainda, associacfes entre os c-
MiRNAs-126, -16 e -21 com o0 FSM e CVA em repouso e durante o exercicio, e
associacao entre o t-miRNA-16 com o FSM em repouso.

Os resultados do presente estudo demonstram que alguns angiomiRs
circulantes e teciduais envolvidos na via do VEGF estéo alterados na DAC, o
que tem influéncia direta nos genes-alvo impactando no processo de
angiogénese, ativacdo de via apoptética e de sintese proteica.

Ainda, de relevancia, nosso estudo mostrou algumas associacdes entre
0s angiomiRs e os fatores angiogénicos, fatores antiangiogénicos e FSP,
sugerindo dessa maneira, a influéncia desses miRNAs na modulacdo da

funcao vascular.
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8-LIMITACOES

Uma possivel limitagdo do nosso estudo esta relacionada a dificuldade
de padronizar o tipo de controle enddégeno (normalizador) para os miRNAs
circulantes, dificultando a comparacéo entre os resultados de diferentes grupos
de pesquisa. Contudo, essa é uma dificuldade geral de diversos laboratorios e

néo especifica do presente estudo.
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9-PERSPECTIVAS

O tratamento da DAC avangou muito nos ultimos anos melhorando a
qualidade de vida e prognédstico dos pacientes. Entretanto, o controle dos
fatores de risco para as DCV, principalmente para a doencga aterosclerética,
bem como a manutencdo de um endotélio vascular saudavel ainda € um
desafio. Neste cenario, o estudo dos miRNAs e suas implicacdes no sistema
cardiovascular irdo contribuir para tratamento e prevencdo da doenca. Os
resultados desse trabalho trazem novos conhecimentos sobre a importante
participacdo dos miRNAs na angiogénese vascular e sua possivel influéncia na
modulacao do fluxo sanguineo muscular.

Desta forma, o estudo de perfis de miRNAs envolvidos especificamente
na angiogénese, tanto circulantes quanto teciduais, abre perspectiva para
trabalhos futuros com a utilizacdo de mMiRNAs como biomarcadores de
gravidade da doenca e também como possiveis agentes terapéuticos utilizando

modelos de silenciamento ou de overexpression (superexpressao).
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10-ANEXO

Anexo A - Aprovacéo pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq)
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APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO
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Rondon. Este objetiva doutorado PG senso estrito. Serd desenvolvido no InCor e
coparticipagiio da Faculdade de Educacglio Fisica da USP. Titulo: EFEITO DO TREINAMENTO
FISICO NO CONTROLE QUIMIORREFLEXO DA ATIVIDADE NERVOSA SIMPATICA EM PACIENTES
COM DOENCA ARTERIAL CORONARIANA COM E SEM APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO.

Objetivo da Pesquisa: Objetivo Primario: Estudar o controle quimiorreflexo da atividade
nervosa simpdtica, o estresse oxidativo e os mecanismos envolvidos na angiogénese e funglio
endotelial em pacientes com DAC e AOS. Objetivo Secunddrio: Pretendemos estudar o efeito
do treinamento fisico no controle autondmico, vascular @ hemodindmico, nos pacientes com
DAC e AOS.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios: Riscos: 1. Avaliagiio Laboratorial: Minimo, durante a coleta
do sangue, alguns pacientes podem sentir ligeira dor com a picada da agulha e apds a coleta,
raramente pequeno hematomas pode aparecer em algumas pessoas. 2. Avaliagiio da Apneia
Obstrutiva do Sono: Nio hd nenhum risco para sua saide. 3. Monitorizagio Ambulatorial da
Pressdo Arterial (MAPA): Nio hd nenhum risco para sua saude.d.Avaliagio da Capacidade
Funcional: Minimo. Por ser um teste maximo, 0 paciente estard sujeito aos riscos que toda
pessoa tem quando se faz um esforgo, como o aumento exacerbado da pressdo arterial,
arritmias ou Isquemias. Porém, o exame serd conduzido por um médico cardiologista e se ele
observar qualquer alteragio que envolva qualquer risco malor para o paciente, o teste serd
interrompido.5.Avaliagio da Atividade Nervosa Simpdtica Muscular: Baixo, o paciente podera
sentir leve dor ou leve choque ao tocar o local onde foram colocadas as agulhas ou até um
pouco de fraqueza muscular durante as duas primeiras semanas. Raramente (1 em cada 600
ou mals casos) essa sensibilidade pode ser prolongada por até 3 meses. 6.Avallagio do fluxo
sanguineo muscular: Nio hd nenhum risco para sua saide. 7. Avaliagio da Pressdo Arterial,
Frequéncia Cardiaca e Frequéncia Respiratéria: N3o hd nenhum risco para sua sadde.
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