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Resumo 

 

Diferentes autores analisaram o efeito do treinamento físico (TFa) no coração patológico 

de roedores com estenose aórtica (EAo). Enquanto alguns autores não detectaram 

alteração no desempenho, outros mostraram que o TF promoveu atenuação da 

disfunção diastólica e/ou sistólica. Entretanto, estes trabalhos não analisaram os 

mecanismos envolvidos nos efeitos benéficos desta terapêutica. Desta forma, o objetivo 

deste estudo é investigar por meio do proteoma miocárdico os mecanismos envolvidos 

na atenuação da disfunção ventricular pelo TFa em ratos com EAo. Ratos Wistar foram 

divididos em quatro grupos: Sham, Sham exercitado (ShamTF), EAo e EAo exercitado 

(EAoTF). O TFa consistiu em cinco sessões de corrida, em esteira por semana, por 16 

semanas. A análise estatística foi realizada por ANOVA ou teste de Kruskal-Wallis e teste 

de Goodman. Todos os resultados foram discutidos ao nível de significância de 5%. Ratos 

EAoTF apresentaram maior capacidade funcional, menor concentração de lactato 

sanguíneo, atenuação estrutural e funcional cardíaca quando comparados com o grupo 

EAo. A análise do proteoma miocárdico evidenciou aumento de proteínas relacionadas 

a via glicolítca, estresse oxidativo, inflamação e diminuição da beta-oxidação no grupo 

EAo vs Sham. O grupo EAoTF aumentou a expressão de uma proteína relacionada à 

biogênese mitocondrial e diminuiu proteínas intrincadas com o estresse oxidativo e 

inflamação. A avaliação das vias fisiológicas e patológicas hipertróficas por Western Blot, 

não mostrou diferença estatística entre os grupos avaliados, exceto para a p-p38, que 

aumentou no grupo EAo.  Os dados proteômicos foram validados para proteínas 

relacionadas ao metabolismo lipídico e glicolítico. A análise do proteoma nos permitiu 

mostrar que o exercício físico atenua o estresse oxidativo, inflamação e acarreta 

melhoria no processo de biogênese mitocondrial. Os resultados encontrados nos fazem 

inferir que estes são os possíveis mecanismos relacionados com a cardioproteção gerada 

pelo treinamento físico aeróbio neste modelo de sobrecarga pressórica. 

Palavras-chave: Proteoma, miocárdio, disfunção ventricular, treinamento físico 

aeróbio, estenose aórtica supravalvar, ratos. 
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Abstract  

 
Different authors have analyzed the effect of physical training (ET) on the pathological 

heart of rodents with aortic stenosis (AS). While some authors did not detect changes in 

performance, others showed that ET promoted attenuation of diastolic and/or systolic 

dysfunction. However, these studies did not analyze the mechanisms involved in the 

beneficial effects of this therapy. Thus, the aim of this study is to investigate through 

myocardial proteome the mechanisms involved in the attenuation of ventricular 

dysfunction by ET in rats with AS. Wistar rats were divided into four groups: C-Sed, 

Control exercised (C-Ex), AS and AS exercised (AS-Ex). The ET consisted of five treadmill 

running sessions per week for 16 weeks. Statistical analysis was performed by ANOVA 

or Kruskal-Wallis test and Goodman test. All results were discussed at a significance level 

of 5%. AS-Ex rats had higher functional capacity, lower blood lactate concentration, 

structural and functional cardiac attenuation when compared to AS group. The 

myocardial proteome analysis showed an increase in proteins related to the glycolytic 

pathway, oxidative stress, inflammation and a decrease in beta-oxidation in AS vs C-Sed 

group. The AS-Ex group increased the expression of a protein related to mitochondrial 

biogenesis and decreased proteins intricate with oxidative stress and inflammation. The 

evaluation of physiological and pathological hypertrophic pathways by Western Blot did 

not show any statistical difference between the groups evaluated, except for p-p38, 

which increased in the AS group. Proteomic data were validated for proteins related to 

lipid and glycolytic metabolism. Proteome analysis allowed us to show that physical 

exercise attenuates oxidative stress, inflammation and improves the mitochondrial 

biogenesis process. The results found make us infer that these are the possible 

mechanisms related to the cardioprotection generated by physical training in this 

pressure overload model. 

Keywords: Proteome, myocardium, ventricular dysfunction, aerobic exercise training, 

supravalvular aortic stenosis, rat. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Embora tenha ocorrido nos últimos anos significante avanço na biomedicina 

cardiovascular, as doenças cardíacas ainda representam marcante problema de saúde 

pública, com alta prevalência, elevados custos financeiros e relevante taxa de 

mortalidade (1).  Estes indicadores, apontam para a importância do entendimento dos 

mecanismos moleculares envolvidos na gênese dessas patologias, o que poderá resultar 

no desenvolvimento de possíveis novas terapias.  

O coração, em resposta a um determinado estímulo, passa por um processo 

denominado remodelação cardíaca (RC), definido como alteração na expressão do 

genoma, resultando em modificações moleculares, celulares e intersticiais e 

manifestado clinicamente como alterações no tamanho, forma e função do coração (2). 

Embora, presente do nascimento à vida adulta, o termo RC é predominantemente 

empregado para descrever as respostas patológicas como, isquemia miocárdica, 

sobrecarga de volume e pressão. É um processo adaptativo que visa manter o 

funcionamento hemodinâmico adequado do coração com intuito de preservar a 

homeostasia corpórea. Entretanto, na dependência das características do agente 

agressor e do receptor, a RC pode, a curto ou longo prazo, acarretar distúrbio funcional, 

sistólico e/ou diastólico e, posteriormente, insuficiência cardíaca (IC). 

Trabalhos abrangendo seres humanos com RC seriam úteis na elucidação dos 

diferentes mecanismos envolvidos na disfunção cardiovascular; entretanto, por 

limitações éticas, vários modelos experimentais vêm sendo utilizados para o estudo da 

remodelação, por exemplo, a sobrecarga pressórica como, estenose de artéria renal (3), 

aorta abdominal (4,5), torácica (6–8), e ratos espontaneamente hipertenso (SHR) (9). 

Em nossa instituição vem sendo utilizado o modelo de estenose aórtica supravalvar 

(EAo) em ratos, que tem como característica promover o desenvolvimento gradual de 

hipertrofia ventricular esquerda (10–12). Inicialmente, a sobrecarga pressórica é leve e 

acentua-se progressivamente à medida que os roedores crescem, assemelhando-se, 

parcialmente, a estenose aórtica no ser humano. Investigadores do nosso grupo tem 

utilizado este modelo experimental visando compreender aspectos moleculares, 

metabólicos, estruturais e funcionais durante o seu processo evolutivo, da agressão à IC 

(8,10,13–16). Os achados funcionais desses estudos mostraram que os animais com EAo 
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apresentam na fase inicial disfunção diastólica e melhoria do desempenho sistólico do 

ventrículo esquerdo (VE) e, posteriormente, deterioração da função sistólica e IC. 

Diferentes mecanismos fisiopatológicos podem contribuir para a transição da 

disfunção para a IC em animais com hipertrofia patológica, cujo panorama tem sido 

caracterizado por alterações, 1) na biologia do miócito: acoplamento excitação-

contração-relaxamento; expressão de genes fetais; sistema beta adrenérgico; 

hipertrofia; miocitólise; citoesqueleto e metabolismo energético; 2) no miocárdio: 

perda de miócitos (necrose, apoptose ou autofagia) e modificação na matriz extracelular 

(fibrose e degradação); 3) na geometria da câmara: hipertrofia concêntrica ou 

excêntrica; aumento da esfericidade e incompetência valvar (17–19). A diminuição da 

densidade capilar, aumento da estimulação dos sistemas adrenérgico, renina-

angiotensina-aldosterona, liberação de mediadores inflamatórios, estresse oxidativo e 

desbalanço  da expressão gênica miocárdica por micro RNAs são considerados os 

geradores determinantes da hipertrofia patológica (18,20).  

Tratamentos farmacológicos (21–25) e não farmacológicos (26–32) são 

utilizados com o objetivo de atenuar a falência ventricular em indivíduos com 

remodelação cardíaca patológica. No âmbito das terapias não medicamentosas para as 

doenças cardiovasculares, destaca-se o treinamento físico que consiste em uma 

atividade programada, sistematizada e repetitiva com objetivo pré-estabelecido de 

aprimorar as valências físicas (26–28,30–33). A importância do TF nos dias atuais é 

relacionada a sua atribuição, a qual resulta na melhoria do condicionamento físico (34), 

na prevenção de doenças (35), na diminuição de distúrbios vinculados com a 

senescência (36) e por abrandar sintomas de doenças crônicas (36–39).  

De acordo com estas evidências, o TF é de fundamental importância para 

melhorar a qualidade de vida, a longevidade e diminuir as taxas de morbimortalidade 

populacional (33,38–40). A prática do TF tem sido relacionada com a diminuição da 

ocorrência de eventos cardíacos fatais e atenuação dos fatores de risco cardiovascular 

(34,41–44); neste sentido, diretrizes internacionais e nacionais passaram a recomendar 

o TF para pacientes com IC classes I, II, III, de acordo com a New York Heart Association 

(45,46). É importante ressaltar que o tipo e a magnitude da resposta cardiovascular 

dependem das características do exercício executado, ou seja; tipo, duração, 

intensidade, e a massa muscular envolvida (37,40,47). Com relação aos tipos de 
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treinamento, destacam-se o resistido e o aeróbio, amplamente estudados por 

pesquisadores (48). O TF resistido tem como exemplo a musculação, que visa o aumento 

de força e resistência muscular (40). O segundo, representado pela corrida, visa a 

melhoria da aptidão cardiovascular (captação, transporte e utilização do oxigênio), 

consistindo em um exercício dinâmico, repetitivo e de longa duração, o qual utiliza 

vários grupos musculares simultaneamente (37). 

Para atender o aumento da demanda energética muscular em resposta ao TF, 

uma série de adaptações nos órgãos periféricos ocorrem no sentido de ajustar o 

comportamento do organismo às necessidades dos grupos musculares envolvidos no 

treinamento (47,48). Neste sentido, o corpo apresenta uma série de ajustes ao efeito 

agudo do TF, como ativação do sistema nervoso simpático e inibição do sistema nervoso 

parassimpático (49). As alterações do sistema nervoso autonômico promove mudanças 

nos fatores envolvidos na regulação da função cardíaca (frequência de batimentos, 

contratilidade, pré-carga e pós-carga) e do tônus vascular (venoso e arterial) com o 

intuito de promover o aumento da oferta de sangue para os órgãos periféricos, 

principalmente para a musculatura esquelética (49,50).  Em resposta ao efeito crônico 

do TF, o aumento da atividade simpática, liberação de hormônios e fatores de 

crescimento decorrente de cada sessão de TF agudo, resulta em hipertrofia cardíaca 

fisiológica, caracterizada por um estado funcional normal e alteração harmoniosa entre 

os diferentes componentes da estrutura do miocárdio, isto é, miócito, matriz 

extracelular e sistema vascular (51). O processo de hipertrofia cardíaca normaliza o 

estresse/força parietal e consequentemente a deformação miocárdica, acarretando 

funcionamento adequado do coração (51,52). Em razão do treinamento físico promover 

alteração harmoniosa dos componentes do miocárdio estimulando a via 

PI3K/AKT/MTOR, o mesmo pode ser utilizado como estratégia para se contrapor à via 

patológica JNK/P38/ERK, responsável pela remodelação mal adaptativa do coração 

(48,53).  

Em nossa instituição, diferentes investigadores analisaram o efeito do exercício 

físico na RC, utilizando roedores com cardiopatia por sobrecarga pressórica induzida por 

EAo e disfunção ventricular (11,15,16,26–28,54,55). Enquanto alguns investigadores 

não detectaram alteração no desempenho do coração (11,54), outros mostraram que o 

TF promove atenuação da disfunção diastólica (16,26–28,55) ou sistólica (15,55); 
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entretanto, os trabalhos que mostraram os efeitos benéficos não avaliaram os 

mecanismos moleculares e celulares envolvidos na performance cardíaca (26–28) ou 

estudaram os mesmos de forma isolada (15,16,55). Os pesquisadores que investigaram 

as maquinarias, analisaram a participação do sistema β-adrenérgico (16), trânsito de 

cálcio (55), proliferação de cardiomiócitos e sistema renina angiotensina (15). Somente 

Silva, VL (55) constatou que a melhoria da função estava relacionada com o fluxo de 

cálcio intracelular; os outros autores verificaram que o benefício funcional não foi 

consequente dos elementos acima reportados.  A participação do metabolismo dos 

lipídios na atenuação da disfunção cardíaca está sendo investigada como outro possível 

fator de proteção cardíaca pelo TF (56). Os trabalhos realizados (15,16,55) e o em 

andamento (56) são investigações específicas, ou seja, analisaram ou analisam, como 

referido acima, os possíveis mecanismos de forma pontual, por exemplo, proliferação 

de cardiomiócitos (15).  

 Atualmente a comunidade científica vem realizando grandes esforços na 

elucidação das maquinarias envolvidos nas diversas doenças, com a finalidade de 

melhor entendimento, desenvolvimento de novas terapias e biomarcadores para as 

patologias. O avanço tecnológico em instrumentações analíticas está contribuindo para 

uma melhor compreensão dos elementos participantes nos processos fisiopatológicos. 

Neste sentindo, uma das abordagens de pesquisa que tem se destacado nos últimos 

anos é a abordagem proteômica (57). Esta estratégia tem sido utilizada nos últimos anos 

no âmbito da saúde,  resultando em número crescente de publicações científicas (58). 

Investigações nesta área buscam identificar as mudanças globais nas proteínas de 

corações patológicos, visando fornecer informações necessárias para a elucidação dos 

mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento e progressão das doenças 

cardiovasculares (59–64). Embora estas buscas sejam emergentes (64), trabalhos com 

esta abordagem vem sendo conduzidos em pesquisas clínicas cardiológicas (65–67) e 

em modelos experimentais de cardiopatias como, infarto do miocárdio (68,69), 

hipertensão arterial sistêmica (70,71), diabetes mellitus (72,73),  obesidade (74,75) e 

constrição aórtica (76–82). Neste último modelo as seguintes áreas são enfocadas:  

mitocôndria (78,79,82), gotículas lipídicas (76) tecido miocárdico (77,80) e proteínas 

fosforiladas (81). O proteoma cardíaco também tem sido analisado, sob o efeito do TF, 
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em roedores saudáveis (83–87) e cardiopatas por obesidade (88), infarto do miocárdio 

(89), hipertensão arterial sistêmica (90,91) e diabetes mellitus (92).  

Embora existam várias pesquisas que analisaram o proteoma do tecido cardíaco 

na constrição aórtica (76–81), não foram encontrados estudos que avaliaram os efeitos 

da cardioproteção gerada pelo treinamento físico aeróbio  em ratos com EAo, utilizando 

a abordagem proteômica. Neste projeto almeja-se investigar por esta técnica analítica, 

o perfil das proteínas miocárdicas de ratos com EAo e disfunção ventricular atenuada 

pelo TF, enfocando a via fisiológica (PI3K/AKT/MTOR) e patológica (JNK/P38/ERK) no 

processo hipertrófico. Neste trabalho hipotetizamos que o TF altera o panorama das 

proteínas do miocárdio, promove aumento na expressão das envolvidas na via 

fisiológica e diminui na patológica no coração remodelado por sobrecarga pressórica. 

Acreditamos que a mudança do perfil do proteoma está relacionada com a atenuação 

da disfunção cardíaca, por contra regular os estímulos patológicos envolvidos na EAo. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1. Geral  

Investigar pela abordagem proteômica o panorama das proteínas miocárdicas 

de ratos com estenose aórtica com atenuação da disfunção ventricular pelo 

treinamento físico aeróbio. 

 

2.2. Específicos 

2.2.1 - Investigar o perfil das proteínas do ventrículo esquerdo, enfocando as vias 

fisiológicas e patológicas por meio da abordagem proteômica; 

2.2.2 - Validar os resultados do proteoma miocárdico por Western Blotting e 

espectrofotometria; 

2.2.3 - Avaliar a expressão proteica da via fisiológica e patológica miocárdica por 

Western Blotting; 

2.2.4 - Avaliar a estrutura e função cardíaca pelo ecocardiograma; 

2.2.5 - Estudar a morfologia cardíaca post-mortem; 

2.2.6 - Avaliar a capacidade aeróbia pelo teste de esforço máximo; 

2.2.7 - Analisar a eficácia do protocolo de TF por meio da determinação da concentração 

do lactato sanguíneo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Animais  

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com 21 dias de idade, 

provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” - UNESP, São Paulo, Brasil. Os animais foram 

mantidos no Biotério da Unidade de Pesquisa Experimental da Faculdade de Medicina 

de Botucatu – UNIPEX/FMB, nas seguintes condições: gaiolas coletivas de polipropileno 

com tampas de arame cromado, forradas com xilana de sabugo de milho esterilizada 

(Suprimart, Itaquaquecetuba, SP, BR), temperatura (24 ± 2ºC) e umidade (55 ± 5%) 

controladas por climatizador (LG, Manaus, AM, BR) e ciclos de iluminação de 12 horas 

invertidos. A oferta de água purificada (Lorenzetti, São Paulo, SP, BR) e ração (Presence, 

Paulínia, SP, BR) foi ad libitum. Os procedimentos experimentais foram realizados de 

acordo com o “Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratório do Conselho Nacional 

de Pesquisa”. O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética Experimental em Pesquisa 

da Faculdade de Medicina de Botucatu, sob o número 1308/2019. 

 

3.2. Delineamento experimental 

Inicialmente, foram formados dois grupos experimentais: controle operado 

(Sham) e estenose aórtica supravalvar (EAo). No início da terceira semana do 

procedimento cirúrgico, quando os animais apresentaram remodelação cardíaca (RC) 

constatada por ecocardiograma, o grupo EAo foi redistribuído em dois subgrupos 

semelhantes quanto a RC, e randomizados quanto a presença ou ausência do TF. O 

mesmo procedimento foi realizado no grupo Sham. Dentro deste contexto, na segunda 

etapa o experimento foi composto por 4 grupos experimentais: Sham (n=15), ShamTF 

(n=15), EAo (n=15) e EAoTF (n=14). O cálculo amostral foi baseado em trabalhos 

anteriores do grupo (15,16).  Os animais de todos os grupos foram avaliados e 

eutanasiados após 16 semanas do início do TF, ou seja, 18 semanas após o procedimento 

cirúrgico (Figura 1). 
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Figura 1. Delineamento experimental do estudo. Sham: Controle operado; ShamTF: Controle operado 
exercitado; EAo: Estenose aórtica; EAoTF: Estenose aórtica exercitado.  

 

 

3.3. Indução de estenose aórtica supravalvar 

 A EAo foi induzida de acordo com o método previamente descrito em nosso 

laboratório (15). Os animais com três a quatro semanas de vida, pesando de 70 a 90 

gramas, foram anestesiados com cloridrato de cetamina intraperiotoneal (IP), (60 

mg/kg, Dopalen®, Sespo - Divisão Vetbrands, Jacareí, SP, BR) e cloridrato de xilazina 

IP, (10 mg/kg, Anasedan®, Sespo - Divisão Vetbrands, Jacareí, SP, BR), a 

profundidade anestésica foi considerada adequada quando não houve reflexo podal 

ao pinçamento da pata. Em seguida os ratos foram submetidos à toracotomia mediana, 

a aorta ascendente foi dissecada e um clipe de prata (Analion, Ribeirão Preto, SP, BR) 

com 0,60 mm de diâmetro interno foi colocado aproximadamente a 3 mm da raiz da 

aorta. A sutura dos componentes da parede torácica foi realizada com fio mononylon 

5.0 (Shalon Medical, Goiânia, GO, BR). Durante a cirurgia, os roedores foram ventilados 

manualmente com pressão positiva com oxigênio a 100% (White Martins, Jundiaí, SP, 

BR). Os ratos dos grupos Sham foram submetidos ao mesmo procedimento cirúrgico, 

sem a colocação do clipe. Concluído o ato cirúrgico, os animais foram colocados em 

superfície aquecida a 30oC (CETEC, Botucatu, SP, BR) até retornarem da anestesia.  
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Antes da retomada da ingesta hídrica voluntária dos animais, foi administrado 

soro fisiológico 0.9% IP, (1 mL/kg/dia, ADV Farma, Nova Odessa, SP, BR) duas vezes ao 

dia. Durante os três dias seguintes à cirurgia, todos os animais foram medicados com 

antibiótico enrofloxacino IP, (10mg/kg/dia, Baytril®, Bayer, SP, BR) e analgésico 

carprofeno IP, (5mg/kg/dia, Rymadyl®, Pfizer, Nova Iorque, NY, USA). Neste período, 

foi feita assepsia da cicatriz cirúrgica com digliconato de clorexidina 1% tópico, 

(10mg/mL/dia/ Riohex 1%®, São José do Rio Preto, SP, BR). O protocolo de analgesia 

foi mantido até desaparecimento das evidências de dor. Com o intuito de manter 

assepsia adequada nas caixas de contenção dos animais, as xilanas de sabugo de milho 

foram trocadas diariamente. 

 

3.4. Treinamento físico aeróbio 

3.4.1. Aclimatação  

 Antes de iniciar o TF, no início da 2ª semana pós cirurgia, os animais foram 

submetidos a um período de adaptação à esteira ergométrica para ratos (Modelo 2506, 

AVS Projetos, São Carlos, SP, BR), o qual consiste em caminhada de baixa intensidade, 

velocidade de 5 m/min, tempo de 10, 15, 20, 25 e 30 minutos do 1º ao 5º dia, 

respectivamente. Esta fase, adaptativa, tem como finalidade minimizar o estresse dos 

roedores ao meio ambiente (Tabela 1).  

 

          Tabela 1. Adaptação a esteira ergométrica  

 

Dias 

Velocidade 

(m/min) 

Tempo 

(min) 

1º 5 10 

2º 5 15 

3º 5 20 

4º 5 25 

5º 5 30 
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3.4.2. Teste de esforço máximo progressivo   

 Após a aclimatação, com a finalidade de ajustar as velocidades da esteira 

ergométrica e avaliar o desempenho físico nos momentos pré e pós-treinamento, os 

ratos foram submetidos ao teste de esforço máximo (TEM), adaptado de Rodrigues et 

al. (93). A velocidade inicial do TEM foi de 6 m/min, sendo progressivamente aumentada 

em 3 m/min a cada 3 minutos, até a exaustão dos roedores. O critério para a 

determinação da estafa do animal e, consequente interrupção do teste, foi o momento 

em que o mesmo não foi capaz de manter a corrida após incremento na velocidade da 

esteira. As variáveis analisadas ao final do TEM foram: velocidade de exaustão (VEx, 

m/min), tempo total (TT,min) e distância percorrida (DP,min) (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2. Teste de esforço progressivo. Esquema gráfico mostrando como é realizado o aumento de 
velocidade em relação ao tempo durante o teste de esforço incremental. 
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3.4.3. Protocolo de treinamento 

 O TF teve início na 3ª semana pós cirurgia e consistiu em um programa de corrida 

em esteira ergométrica, descrita anteriormente, 5 vezes por semana, durante 16 

semanas. Os roedores realizaram o TF com uma carga equivalente a 60% da velocidade 

máxima atingida no teste de esforço máximo, isto é, na 1ª, 4ª, 8ª e 12ª semanas do TF. 

Este procedimento visa ajustar as velocidades de corrida de acordo com a 

individualidade biológica dos animais. A duração das sessões do TF da 1ª à 3ª semana 

foi de 30, 40 e 50 minutos, respectivamente; entre a 4ª e 16ª semana, o tempo foi fixado 

em 60 minutos. O TEM foi repetido após o final da última semana de treinamento (16ª), 

com a finalidade de avaliar a capacidade funcional dos roedores. Este protocolo é uma 

adaptação de Souza et al. (28) que o utilizou no modelo experimental de estenose 

aórtica supravalvar (Tabela 2). 
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Tabela 2. Protocolo de treinamento físico aeróbio   

Semanas 
Intensidade 

(% VEx) 

Tempo 

(min) 

Teste de esforço 1 (Inicial) 

1ª 60 30 

2ª 60 40 

3ª 60 50 

4ª 60 60 

Teste de esforço 2 

5ª 60 60 

6ª 60 60 

7ª 60 60 

8ª 60 60 

Teste de esforço 3  

9ª 60 60 

10ª 60 60 

11ª 60 60 

12ª 60 60 

Teste de esforço 4  

13ª 60 60 

14ª 60 60 

15ª 60 60 

16ª 60 60 

Teste de esforço 5 (Final)  

              VEx: velocidade máxima atingida no teste de esforço.  
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3.4.4. Determinação da concentração de lactato sanguíneo 

A concentração do lactato, marcador biológico do condicionamento físico, 

determinada imediatamente após o teste de esforço final, 16ª semana, nos permite 

avaliar a eficácia do protocolo de TF (94,95). A amostra de sangue foi obtida por 

compressão da extremidade da cauda do animal, foi depositada em lâminas de vidro 

para microscopia Sigma Chemical Company, modelo Techware S 8902 (Pittsburgh, PA, 

USA) e 25 µL foi aspirado por meio de uma pipeta manual (Eppendorf PhysioCare 

Concept®, Hamburgo, Germany), utilizando ponteiras descartáveis 100 µL, (Axygen, 

Corning Inc, NY, USA) que foram trocadas depois de cada coleta. O sangue coletado foi 

imediatamente armazenado em tubos Eppendorf de 100 µL com tampa contendo 50 µL 

solução de fluoreto de sódio a 1% (m/v), anticoagulante e inibidor da enzima enolase 

para suprimir a atividade glicolítica (Quimesp Química, Guarulhos, SP, BR). As amostras 

de sangue foram primeiramente refrigeradas durante a coleta e mantidas em freezer -

20ºC até a sua utilização. A concentração de lactato foi determinada pelo Analisador de 

Lactato e Glicose - YSI 2300 (Stat Plus Glucose Lactate Analyzer, Yellow Springs, OH, 

USA). O equipamento foi calibrado de acordo com as instruções do fabricante (96). 

 

3.5. Avaliação dos sinais de insuficiência cardíaca  

 O diagnóstico de insuficiência cardíaca (IC) dos animais EAo e EAoTF foi baseado 

na presença dos seguintes sinais clínico-patológicos: alteração do padrão respiratório, 

derrame pleural, ascite, trombo no átrio esquerdo e congestão hepática. 

 

3.6. Teor de água nos tecidos cardíaco, pulmonar e hepático 

 Os animais submetidos a indução da EAo podem desenvolver retenção hídrica 

presente na insuficiência cardíaca, portanto, a avaliação do teor de água tecidual foi 

realizada nas amostras do ventrículo esquerdo (VE), do direito (VD), dos átrios (AT), do 

pulmão e do fígado. Após a remoção do tecido a ser examinado, foi aferido o peso in 

natura em balança analítica (SPLabor, Presidente Prudente, SP, BR). Em seguida, as 

amostras foram submetidas à secagem em estufa (Fanem, Guarulhos, SP, BR) sob 

temperatura de 55 ± 5°C, por período de 48 horas. A determinação do teor de água foi 
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expressa em valores relativos e calculada pela seguinte fórmula: [(PN-PS)/PN] x 100%, 

onde PN representa o peso in natura e o PS o peso seco. 

 

3.7. Caracterização da remodelação cardíaca 

 A remodelação foi analisada por meio de estudos moleculares, estruturais e 

funcionais. A estrutura e função foi avaliada in vivo por ecocardiograma. O grau de 

hipertrofia também foi examinado pela morfologia macroscópica post mortem. A 

avaliação molecular foi realizada por abordagem proteômica e validada pela técnica de 

Western blot. Os métodos utilizados estão descritos abaixo. 

 

 3.7.1. Ecocardiograma  

A análise estrutural e funcional cardíaca foi realizada in vivo por meio do 

ecocardiograma após 2 e 18 semanas da indução de EAo. Este método permite avaliar: 

1) a morfologia e a função do coração (97); 2) a evolução da disfunção cardíaca causada 

por diferentes tipos de agressão (98) e 3) os efeitos de diferentes intervenções sobre o 

coração (99). É um método versátil, seguro, indolor, não invasivo e importante para 

análises seriais (100). É um processo que causa menos alterações fisiológicas cardíacas 

do que técnicas invasivas, como a hemodinâmica (101). É amplamente aceito e utilizado 

para a determinação da massa do ventrículo esquerdo, embora possa superestimar os 

valores determinados pós-sacrifício (101). O estudo após 2 semanas teve como 

finalidade formar grupos homogêneos no Sham (Sham x ShamTF) e EAo (EAo x EAoTF) 

e, com 18 semanas avaliar os efeitos do protocolo de TF no coração dos roedores. 

 Para a realização do exame, os ratos foram anestesiados com cloridrato de 

cetamina (60 mg/kg/ip; Dopalen®) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan®). 

Após anestesia e tricotomia da face anterior do tórax, os animais foram posicionados 

em decúbito lateral esquerdo.  Foi utilizado o ecocardiógrafo modelo Vivid S6 (General 

Eletric Medical Systems, Tirat Carmel, Haifa, Israel) equipado com transdutor 

multifrequencial de 5,0 – 11,5 MHz. A avaliação do fluxo transvalvar mitral foi realizado 

com o mesmo transdutor operando em 5,0 MHz. A mensuração das estruturas cardíacas 

foi realizada a partir de imagens obtidas em modo monodimensional (M), com o feixe 

de ultrassom orientado pela imagem bidimensional e o transdutor posicionado na 

região paraesternal eixo menor. A imagem do ventrículo esquerdo (VE) foi obtida 
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posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral entre os 

músculos papilares. As seguintes estruturas do VE foram analisadas: diâmetros sistólico 

e diastólico (DSVE e DDVE), espessuras sistólica e diastólica da parede posterior (ESPP e 

EDPP) e do septo interventricular (ESSIV e EDSIV). O DDVE, a EDPP e a EDSIV foram 

medidos no momento coincidente ao diâmetro máximo da cavidade, e o DSVE, ESPP, 

ESSIV no instante correspondente ao menor diâmetro da cavidade. A espessura relativa 

da parede (ERVE) foi calculada pela equação (2xEDPP)/DDVE. As imagens dos diâmetros 

da aorta (AO) e do átrio esquerdo (AE) foram obtidas ao nível da valva aórtica A 

mensuração das estruturas cardíacas foi realizada com o auxílio de um paquímetro, 

utilizando-se a média aritmética de cinco ciclos cardíacos consecutivos.  

 O desempenho sistólico do VE foi mensurado pelos seguintes índices: 1) fração 

de ejeção do VE (FE)= [(DDVE3-DSVE3)/(DDVE3)]; 2) fração de encurtamento mesocárdico 

(ΔD meso)= {[(DDVE+½EDPP+½EDSIV)–(DSVE+½ESPP+½ ESSIV)]/(DDVE+½ 

EDPP+½EDSIV)} x 100%; 3) velocidade de encurtamento sistólico da parede posterior 

(VEPP) foi mensurada pela tangente máxima do encurtamento sistólico da parede 

posterior.  

 A função diastólica do VE foi analisada pelos seguintes índices: 1) picos das 

velocidades do fluxo transvalvar mitral correspondente à fase de enchimento inicial 

(onda E) e tardia (onda A), consequente à contração atrial;  2) relação entre onda E e A 

(E/A); 3) tempos de desaceleração da onda E (TDE) e do relaxamento isovolumétrico 

(TRIV); 4) pico de velocidade de deslocamento diastólico inicial do anel mitral (E’) e pico 

de velocidade de deslocamento diastólico tardio do anel mitral (A’) obtidas por Doppler 

tissular; e 5) razão entre as ondas E e E’ (E/E’). Para a obtenção dos fluxos relacionados 

à função diastólica, o transdutor foi posicionado na região correspondente a ponta do 

coração na imagem denominada quatro câmaras. O TRIV foi mensurado na imagem 

denominada cinco câmaras. As medidas de velocidade e tempo foram realizadas em 

tempo real no monitor do ecocardiógrafo. 

 

3.7.2. Análise macroscópica post mortem 

 A análise macroscópica post mortem foi realizada após 18 semanas de indução 

da EAo e permite identificar a presença de hipertrofia a nível atrial e ventricular. Os 

animais foram submetidos à anestesia com cloridrato de cetamina (60 mg/kg/ip; 
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Dopalen®) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan®), eutanasiados por 

decapitação e o coração removido e dissecado para a identificação dos átrios (AT) e 

ventrículo direito (VD) e esquerdo (VE). A massa cardíaca foi avaliada utilizando balança 

analítica (SPLabor, Presidente Prudente, SP, BR); o grau de hipertrofia do VE, VD, AT foi 

obtida pelo peso absoluto e suas relações com o comprimento da tíbia (TB): VE/TB, VD/ 

TB e AT/ TB. 

 

3.8. Análise proteômica 

O termo proteoma foi concebido por Marc Wilkins na década de 90 e descreve 

todo o conjunto de proteínas presentes em biofluídos, organelas, células e tecidos em 

condições específicas e em determinado momento (102,103). Proteômica utiliza um 

conjunto de técnicas analíticas para detectar, quantificar e identificar proteínas, 

incluindo os produtos resultantes de modificações pós-traducionais; permite 

caracterizar a função biológica das proteínas em processos fisiológicos ou patológicos, 

opostamente aos estudos gênicos, que não refletem necessariamente o perfil fenotípico 

do organismo (61,104,105). 

 Atualmente, a quantificação livre de marcação (label free) é a metodologia mais 

utilizada para a análise do proteoma (106–108), em razão de detectar maior número de 

proteínas comparada a eletroforese bidimensional em gel (2-DE), além de ser menos 

laboriosa. Para a realização da abordagem proteômica são necessárias as seguintes 

etapas: 1) extração, 2) quantificação, 3) digestão in solution (shotgun), 4) 

sequenciamento peptídico e 5) identificação das proteínas por bioinformática. 

    

3.8.1. Extração das proteínas 

 A porção anterior do VE foi separada, rapidamente congelada em nitrogênio 

líquido (Centro de Isótopos Estáveis, Instituto de Biociências de Botucatu, SP, BR) 

utilizando-se o dispositivo freeze-clamping (109), e armazenada em Ultrafreezer a -86°C, 

modelo ExF24086A (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). As amostras congeladas 

foram homogeneizadas em equipamento Bullet Blender Storm (Next Advance, Troy, NY, 

USA), utilizando esferas de aço inoxidável com 0,5 mm de diâmetro (Next Advance). Para 

a realização da extração das proteínas, 50 mg do tecido foi transferido para um 

microtubo Safe-lock (Eppendorf) no qual foi adicionado 500 µL de bicarbonato de 
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amônio a 50 mmol/L contendo inibidores de protease (Sigma Fast Protease Inhibitor 

Cocktail Tablets Edta-Free, St. Louis, Missouri, USA) a uma velocidade de 5.000 rpm 

durante 3 ciclos (5 minutos com intervalo de 1 minuto em ambiente de 2ºC a 8°C). 

 

 3.8.2. Quantificação das proteínas  

 A quantificação total das proteínas foi determinada por ensaio BCA, utilizando o 

Kit PierceTM BCA Protein Assay (Thermo Scientific), tendo albumina bovina (BSA) como 

proteína padrão, de acordo com as instruções do fabricante (110). 

 

3.8.3. Digestão in solution (shotgun) 

As amostras de proteína do tecido cardíaco (50 µg) foram transferidas para 

microtubos Lobind (Eppendorf) e nestes adicionados 10 µL de bicarbonato de amônio a 

50 mmol/L e 25 µL de RapiGestTM 0,2%, (Waters, Manchester, UK) e incubados a 80°C 

por 15 min. Em seguida as amostras foram reduzidas e alquiladas, por meio da incubação 

com 2,5 µL de ditiotreitol (DTT) (Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA)  100 mmol/L, 60°C 

por 30 min; em seguida foi adicionada 2,5 µL de Iodocetamida (IAA) (Sigma‐Aldrich)  300 

mmol/L por 30 min, no escuro em temperatura ambiente. A digestão proteolítica foi 

realizada com adição de 10 ng/µL de tripsina, (Trypsin Gold Mass Spectrometry, Promega, 

Madison, WI, USA) incubadas por 14 h à 37°C. Após a digestão, 10 µL de ácido 

trifluoracético (TFA) a 5% (v/v) foi adicionado, incubado por 90 min a 37°C e centrifugado 

(14.000 rpm por 30 min). O sobrenadante foi coletado e transferido para microtubos 

Lobind, nos quais foram adicionados 5 µL de álcool desidrogenase (ADH), 1 µmol/L e 85 

µL de acetonitrila (ACN) a 3% (v/v) (Merck Milipore, Burlingto, MA, EUA); 

posteriormente as amostras contendo os peptídeos foram destinadas à análise por 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS/MS). 

 

3.8.4. Sequenciamento peptídico 

A identificação dos peptídeos foi feita em um sistema nanoACQUITY UPLC-Xevo 

QTof MS (Waters, Manchester, UK). O nanoACQUITY UPLC® é equipado com uma coluna 

analítica de fase reversa nanoACQUITY HSS T3 (75 µm X 150 mm, tamanho de partícula 

de 1,8 µm). A coluna foi equilibrada com 93% (v/v) da fase móvel A (ácido fórmico 0,10% 

(v/v) em água) e 7% (v/v) da fase móvel B (ácido fórmico 0,10 % (v/v) em ACN 100% 
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(v/v)). Em seguida, os peptídeos foram separados com um gradiente linear da fase móvel 

de 7-85% (v/v) (ácido fórmico 0,10% (v/v) em ACN 100% (v/v)) por 70 minutos num fluxo 

de 0,35 μL/min. A temperatura da coluna foi mantida em 35°C. O espectrômetro de 

massas Xevo® G2 Q-TOF foi operado em modo iônico positivo de nanoeletrospray e os 

dados foram coletados usando o método MSE em elevada energia (19-45 V), que 

permite a aquisição dos dados tanto dos íons precursores quanto fragmentos numa 

única injeção. As condições de fonte usadas incluem: voltagem do capilar de 2,5 kV, cone 

de amostra de 30 V, cone de extração de 5,0 V e temperatura da fonte de 80°C. Os dados 

foram adquiridos durante 70 min, com varredura na faixa de 50–2000 Da. O lockspray, 

usado para garantir acurácia e reprodutibilidade, foi operado com uma solução de 

[Glu1]fibrinopeptídeo (1 pmol/μL), com fluxo de 1 μL/min, como um íon de referência 

no modo positivo a m/z 785.8427.  

   

3.8.5. Análise quantitativa label-free  

Os arquivos de dados raw da espectrometria de massa foram enviados para 

Progenesis QI for Proteomics v.4.0 (Nonlinear Dynamics, Waters, Newcastle upon Tyne, 

UK) para realizar a análise quantitativa. Para o alinhamento, o resultado de uma amostra 

foi selecionado como referência automaticamente. Os demais resultados foram 

alinhados com a referência (score de alinhamento maior que 80%), e a peak picking foi 

realizada usando o método de sensibilidade automática. As intensidades de pico foram 

então normalizadas calculando-se razões de abundância em relação a uma referência. 

A lista de picos foi pesquisada no banco de dados UniProt de Rattus norvegicus usando 

o Mascot v.2.6 (Matrix Science, London, UL) (7,989 sequências; 4,044,314 resíduos – 

Junho 2021). Tripsina foi a enzima especificada e uma clivagem perdida foi permitida. A 

carbamidometilação da cisteína foi definida como uma modificação fixa e a oxidação da 

metionina, como uma modificação variável. Uma tolerância de massa precursora de 10 

ppm e uma de íon de fragmento de 0,01 Da foram aplicadas. Um false discovery rate 

(FDR) de 1% foi considerado. Uma quantificação relativa, utilizando peptídeos não 

conflitantes, foi selecionada para quantificar as proteínas. Para uma proteína ser 

considerada diferencialmente expressa, ela deveria ser identificada e quantificada 

usando pelo menos dois peptídeos únicos e apresentar um valor p<0,05 e um valor 

q<0,05. 
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3.8.6. Análise de Bioinformática 

As proteínas diferencialmente expressas identificadas por shotgun label-free 

foram submetidas à análise de enriquecimento para os termos Gene Ontology (GO) 

"função molecular", "processo biológico" e "componente celular" usando a ferramenta 

“KEGG Orthology-Based Annotation System” – (KOBAS 3.0) 

(http://kobas.cbi.pku.edu.cn/)  (111). Essa analise fornece a classificação das proteínas 

de acordo com as categorias de GO "processo biológico", "função molecular" e 

"componente celular". As redes de interação proteína-proteína foram construídas 

usando o banco de dados on-line ‘Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes’ 

(STRING, v. 11.0) (https://string-db.org) (112). Todas as análises da rede STRING foram 

realizadas com um nível de confiança médio de 0,4. 

 

3.8.6. Validação por Western blotting 

Após a identificação das proteínas diferencialmente expressas entre os grupos, 

quatro proteínas foram submetidas à técnica de Western Blotting para validação dos 

dados proteômicos. Devido ao fato da maioria das proteínas moduladas estarem 

envolvidas em processos metabólicos, foram selecionadas 2 relacionadas metabolismo 

de lipídios (Fabp3, Mcad) e 2 da via glicolítica (Ldh, Pk). Além disso, analisamos também 

as proteínas relacionadas as vias de hipertrofia fisiológica (PI3K, p-PI3K, AKT, p-AKT, 

mTOR e p-mTOR) e patológica (JNK, p-JNK, p38, p-p38, ERK e p-ERK) miocárdica.  A 

metodologia está descrita abaixo. 

 

3.8.6.1. Extração das proteínas  

 A porção anterior do VE foi separada e rapidamente congelada em nitrogênio 

líquido utilizando-se o dispositivo freeze-clamping (109), e armazenada em freezer a -

86ºC. As amostras congeladas foram homogeneizadas em equipamento Bullet Blender 

(Next Advance) usando esferas de aço inoxidável (0,5 mm) em tampão de lise RIPA (150 

mmol/L Nacl, 1% (m/v) Triton X-100, 0,5% (m/v) Desoxicolato de sódio, 0,1% (m/v) SDS, 

50 mmol/L Tris Base pH 8,0) contendo inibidores de protease (Sigma‐Aldrich) e fosfatase 

(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), durante 5 min a 4ºC. O produto da 

homogeneização foi centrifugado (Sorvall ST16R, Thermo Scientific) a 12.000 rpm por 

http://kobas.cbi.pku.edu.cn/
https://string-db.org/
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20 minutos a 4ºC, e o sobrenadante transferido para tubos limpos e armazenado em 

freezer -86ºC (ExF24086A-Thermo Scientific). A concentração de proteína foi analisada 

utilizando o kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific). 

 

3.8.6.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida  

 Após a quantificação da concentração proteica, as amostras foram diluídas em 

tampão Laemmli, (Tris-HCl 240 mmol/L, SDS, 0,80% (v/v), glicerol 40% (v/v), azul de 

bromofenol 0,02% (m/v) e β-mercaptoetanol 200 mmol/L) (Sigma‐Aldrich). As amostras 

(50 μg) foram submetidas a eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 

Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada 

em gel bifásico, de empilhamento (Tris-HCl 240 mmol/L pH 6,8, bis-acrilamida 30% (v/v), 

APS e Temed) e de resolução (Tris-HCl 240 mmol/L pH 8,8, bis-acrilamida 30% (v/v), APS 

e Temed), na concentração de 10% (v/v) a 12% (v/v), dependente da masa molecular da 

proteína analisada. No primeiro poço do gel foi aplicado um padrão da massa molecular 

(10 a 250 kD) Kaleidoscope Prestained Standards (Thermo Scientific) para identificação 

da faixa de massa molecular das bandas. A corrida eletroforética foi realizada a 120V 

(Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por 2 horas, com tampão de corrida 

(Tris 0,25 mmol/L, glicina 192 mmol/L e SDS 1% (m/v), AMRESCO, Radnor, PE, USA). 

 

3.8.6.3. Transferência e identificação das proteínas  

 Em seguida, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose (Armsham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) em sistema Mini-Trans Blot 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se tampão de transferência (Tris 25 mmol/L, 

glicina 192 mmol/L, metanol 20% (v/v) e SDS 0,1% (m/v), AMRESCO). As membranas 

foram lavadas três vezes com tampão TBS-T pH 7,4 (Tris-HCl 20 mmol/L, NaCl 137 

mmol/L e detergente Tween 20 0,1% (v/v), AMRESCO). Os sítios inespecíficos de ligação 

do anticorpo primário à membrana foram bloqueados mediante incubação com solução 

a 5% de leite em pó desnatado (Molico, Nestlé, Araras, SP, BR) dissolvido em tampão 

TBS-T por 60 minutos à temperatura ambiente sob constante agitação (Agitador Kline, 

Kasvi, São José dos Pinhais, PR, BR). Em seguida, a membrana foi lavada três vezes em 

tampão TBS-T e incubada com o anticorpo primário diluído na solução bloqueadora, sob 

agitação constante por 16 horas a 4ºC. Após a incubação com o anticorpo primário, a 
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membrana foi lavada três vezes em tampão TBS-T e incubada com o anticorpo 

secundário (ab97080, Abcam, Cambridge, MA, USA) em solução bloqueadora por 90 

minutos sob agitação constante em temperatura ambiente. Para remover o excesso de 

anticorpo secundário, a membrana foi lavada três vezes em tampão TBS-T. A imuno-

detecção foi realizada por meio do método de quimioluminescência de acordo com as 

instruções do fabricante (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-

USA) (113). Finalmente, as membranas de nitrocelulose foram analisadas em 

fotodocumentador ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences, Chalfont, UK) 

e as análises quantitativas das bandas protéicas (blots) foram realizadas pelo software 

ImageJ (National Institutes of Health). Proteínas envolvidas na hipertrofia patológica, 

formas total e fosforilada, da via das MAPK (JNK, ERK e p38-MAPK); os anticorpos 

primários utilizados foram: (Santa Cuz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA): p-JNK 

(sc-6254), JNK total (sc-137019), p-ERK (sc-16982), ERK total (sc-93), p-p38-MAPK (sc-

17852), p38-MAPK total (sc-7972). Proteínas envolvidas na hipertrofia fisiológica, 

formas total e fosforilada, da via PI3K/Akt/mTOR; os anticorpos primários foram: p-PI 3-

Kinase p85α Tyr467 (sc-293115, Santa Cruz), PI 3-kinase p85 αB-9 (sc-1637, Santa Cruz), 

Phospho-Akt Ser473 (5538S, Cell Signaling, St. Louis, Missouri, USA), Akt (9272S, Cell 

Signaling), Phospho-mTOR Ser2448 (2971S, Cell Signaling), mTOR (2972S, Cell Signaling). 

Proteínas envolvidas no metabolismo energético lipídico e glicolítico; os anticorpos 

primários foram: Fabp3 (ab133585, Abcam, Cambridge, Cambridgeshire,  UK), Mcad 

(ab110296, Abcam); Ldha (2012S, Cell Signaling); Pk (3186S - Cell Signaling). Todas as 

expressões proteicas foram normalizadas pela expressão do GAPDH 6C5 (sc-32233, 

Santa Cruz). 

 

3.9. Validação por Espectrofotometria 

 As atividades das enzimas beta-hidroxiacil-CoA desidrogenase (BHADH), 

citrato sintase (CS), creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH) que participam 

do metabolismo dos ácidos graxos, do ciclo do ácido cítrico e metabolistmo glicolítico 

foram analisadas no miocárdio. As amostras de LV foram homogeneizadas 1:20 

(massa/vol) em Tris-HCl 50 mmol/L, EDTA 1 mmol/L e coquetel de inibidor de protease, 

pH 7,4, utilizando equipamento Bullet Blender Storn, (Next Advanced, Troy, NY, EUA). O 

lisado foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 min a 4 ºC e o sobrenadante coletado. Todas 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Cambridgeshire
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as atividades enzimáticas foram determinadas a 25 ºC por espectrofotometria UV-

Visível utilizando um espectrofotômetro de microplacas Spectra Max 250 (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA), e o tampão de ensaio sem a amostra foi usado como branco. A 

atividade da CK foi determinada em meio reacional contendo 91,1 mmol/L Tris-HCl, 1 

mmol/L ATP, 0,262 mmol/L ß-NAD forma reduzida, 0,728 mmol/L PEP, 10 mmol/L de 

creatina, 5 mmol/L KCl, 2 mmol/L MgSO4, 10 unidades de desidrogenase láctica, 0,4 a 

0,6 unidades de piruvato quinase e 0,05% de Triton X-100. pH 7,4. O volume total da 

solução de análise continha 165 microlitros de solução do meio reacional e 2 microlitros 

de homogenato. A análise foi iniciada foi iniciado pela adição de creatina. A absorbância 

dos ensaios de CS e CK foi monitorada a 340 nm. A atividade da lactato desidrogenase 

(LDH) foi quantificada pela velocidade de oxidação do NADH, medida a 340 nm, tendo 

como substrato o piruvato. Para BHADH, a reação continha PBS 100 mmol/L pH 7,3, 

NADH 0,45 mmol/L e acetoacetil CoA 1,0 mmol/L. A atividade de CS foi medida em uma 

reação contendo Tris-HCl 100 mmol/L, MgCl2 1 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, ditio-bis (ácido 

2-nitrobenzoico) 0,2 mmol/L, acetil CoA 0,3 mmol/L e oxaloacetato 0,5 mmol/L, pH 8,2. 

A taxa de mudança na absorbância foi monitorada a 412 nm (ɛ = 13,6 L µmol mm-1). 

 

3.10. Análise estatística 

Os dados foram testados quanto à normalidade usando o teste Shapiro-Wilk e 

foram expressos por meio de medidas descritivas de posição e variabilidade. As 

comparações entre os grupos na 3ª semana pós indução da EAo e ao final do 

experimento, após 16 semanas de TF, foram realizadas pela técnica de ANOVA seguida 

de Bonferroni (paramétrico) ou Kruskal-Wallis seguida de Dunn (não paramétrico) (114). 

Na comparação das frequências dos sinais de IC foi utilizado o teste de associação de 

Goodman (115). As conclusões estatísticas foram discutidas ao nível de significância de 

5%. As análises estatísticas foram realizadas no Sigma Plot 12.0 (Microsoft, 

Albuquerque, NM, USA) e os gráficos foram gerados no GraphPad Prisma 8 (GraphPad 

Software, San Diego, CA,USA). 
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4. RESULTADOS  

 

4.1. Análise da capacidade funcional  

A indução da estenose aórtica ocasionou diminuição da tolerância ao esforço, 

antes e depois do protocolo de TF, na velocidade de exaustão, tempo total, distância 

percorrida em relação aos grupos controle. O grupo EAoTF apresentou melhora na 

capacidade funcional em todas variáveis comparadas ao EAo. O ShamTF ostentou 

melhoria em todos os parâmetros em relação aos grupos Sham e EAoTF (Figura 3. A, B,  

C).
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Figura 3.  Avaliação da capacidade funcional. Velocidade de exaustão (A), tempo total (B) e distância total (C) obtidos nos testes de esforço máximo realizados antes e depois 
do protocolo de TF. Sham: controle sedentário; ShamTF: controle exercitado; EAo: estenose aórtica sedentário; EAoTF: estenose aórtica exercitado (n= 13-15 por grupo). ANOVA 
de duas vias para o modelo de medidas repetidas para grupos independentes, complementada com Bonferroni. p<0,05. *: EAo vs Sham; #: EAoTF vs EAo; &:EAoTF vs ShamTF; 
§: ShamTF vs Sham. 



Página 54 

 

 

Mota, G. A. F. | 2021 

4.1.1. Determinação da concentração de lactato sanguíneo 

 
 

Nossos resultados mostraram que o grupo EAo não diferiu do grupo Sham. 

Entretanto, houve efeito positivo do TF em ambos os grupos treinados (EAoTF e 

ShamTF), que apresentaram diminuição dos níveis de lactato em relação aos seus 

respectivos controles, EAo e Sham (Figura 4).  

 
 

 

Figura 4. Concentração plasmática de lactato após o teste de esforço máximo pós-treinamento. Sham: 
controle sedentário; ShamTF: controle exercitado; EAo: estenose aórtica sedentário; EAoTF: estenose 
aórtica exercitado (n= 13 por grupo). ANOVA para esquema de dois fatores independentes complementada 
com Bonferroni. Dados expressos em média ± desvio padrão. *:p<0,05; **: p<0,001. 
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4.2.  Avaliação dos sinais de insuficiência cardíaca 

Os sinais clínico-patológicos de IC dos grupos EAo e EAoTF estão apresentados na 

Figura 5. O grupo EAo apresentou maior frequência de sinais em comparação ao grupo 

EAoTF. Além disso, o grupo EAoTF não apresentou ascite e congestão hepática. 

Nenhuma alteração foi observada nos grupos controles. 

 

 

Figura 5. Sinais clínico-patológicos de IC. EAo: estenose aórtica sedentário; EAoTF: estenose aórtica 

exercitado (n= 13-15 por grupo). Dados expressos em frequência relativa (%). Teste de associação de 

Goodman. p<0,05. *: EAoTF vs EAo.  

 

 

4.3. Teor de água nos tecidos cardíaco, pulmonar e hepático 

A avaliação do teor de água nos tecidos cardíaco, pulmonar e hepático está 

apresentada na Tabela 3. Em relação ao VD, os grupos EAo e EAoTF apresentaram 

maior teor de água em relação aos respectivos controles (Sham e ShamTF). Com 

relação ao fígado, o grupo EAo mostrou aumento no teor de água comparado ao 

Sham, e o EAoTF apresentou diminuição em relação ao EAo. 
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Tabela 3. Teor de água dos tecidos cardíaco, hepático e pulmonar 

 Grupos 

 Sham ShamTF EAo EAoTF 

VE© 74,3 (73,4; 76,6) 74,7 (74,1;76,5) 76,8 ± (75,0; 78,8) 76,1(75,0;77,8) 

VD 76,2 ± 0,60 76,3 ± 0,70 77,6 ± 0,84* 77,2 ± 0,98& 

AT 78,4 ± 1,27 78,8 ± 2,11 79,4 ± 0,76* 79,2 ± 0,93 

Pulmão 78,3 ± 1,56 77,7 ± 7,40 80,5 ± 1,07 79,9 ± 0,87 

Fígado 67,6 ± 1,23 68,1 ± 0,95 70,0 ± 1,57* 68,9 ± 1,10# 

Sham: controle sedentário; ShamTF: controle exercitado; EAo: estenose aórtica sedentário; EAoTF: estenose aórtica exercitado (n= 13-15 
por grupo). VE: ventrículo esquerdo; VD: ventrículo direito; AT: átrio. ANOVA para esquema de dois fatores independentes 
complementada com Bonferroni (paramétrico) ou Kruskal-Wallis complementado com Dunn (não paramétrico). Dados expressos em 
média ± desvio padrão. ©: Dados expressos em mediana e percentis 25 e 75. p<0,05. *: EAo vs Sham; #: EAoTF vs EAo; &:EAoTF vs 
ShamTF. 

 

 

4.4. Caracterização da remodelação cardíaca  

4.4.1 Análise da estrutura e função cardíaca in vivo 

A Tabela 4 mostra os resultados ecocardiográficos dos roedores após 2 

semanas de cirurgia, antes de iniciar o TF. Os grupos EAo e EAoTF apresentaram 

diminuição no DDVE, % Enc. Meso, S`, onda E’ e aumento do EDPP, ERVE, AE, AE/AO, 

onda E/E’ em relação aos respectivos grupos controles (Sham e ShamTF). Além disso, 

os dados da 2 semana revelam a homogeneidade entre os grupos Sham/ShamTF e 

EAo/EAoTF para todas as variáveis; essas informações mostram que o resultado final 

após o protocolo de TFa é dependente somente da terapêutica aplicada nos animais.  
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Tabela 4.  Avaliação ecocardiográfica dos 4 grupos experimentais após 2 semanas de cirurgia 

 Grupos 

 Sham ShamTF EAo EAoTF 

FC (bpm) 372 ± 47 375 ± 58 410 ± 59 357 ± 67 

DDVE (mm) 6,11 ± 0,50 6,24 ± 0,53 5,44 ± 0,59* 5,80 ± 0,62& 

EDPP (mm) © 1,31 (1,28; 1,31) 1,28 (1,28; 1,28) 1,79 (1,65; 1,97) * 1,75 (1,64; 1,79) & 

Esp.rel.VE 0,42 ± 0,04 0,41 ± 0,04 0,64 ± 0,08* 0,61 ± 0,07& 

AE (mm)  3,40 ± 0,32 3,53 ± 0,46 4,01 ± 0,31* 4,13 ± 0,57& 

AE/AO 1,13 ± 0,09 1,17 ± 0,11 1,23 ± 0,07* 1,31 ± 0,18& 

FE (%) 94,1 ± 2,00 94,3 ± 2,00 93,7 ± 1,00 94,6 ± 2,00 

Enc. Meso (%) 30,3 ± 3,96 30,4 ± 4,10 26,1 ± 2,70* 26,3 ± 1,79& 

VEPP (mm/s) 74,6 ± 8,85 79,3 ± 7,61 72,4 ± 5,41 68,6 ± 10,0 

s’ (cm/s) 5,71 ± 0,39 5,77 ± 0,33 5,38 ± 0,36* 5,28 ± 0,51&  

TRIV (ms) © 22,0 (22,0; 22,0) 22,0 (20,0; 24,0) 19,0 (15,0; 22,0)  22,0 (19,0; 22,0)  

TDE (ms) 44,1 ± 2,64 47,4 ± 5,11 43,7 ± 6,68 44,0 ± 4,69 

Onda E (cm/s) 96,8 ± 12,2 99,6 ± 11,9 102 ± 18 104 ± 12 

Onda A (cm/s) 65,6 ± 13,7 69,7 ± 9,94 75,3 ± 13,5 68,7 ± 17,3 

E/A 1,51 ± 0,19 1,44 ± 0,11 1,39 ± 0,26 1,50 ± 0,22 

E’ (cm/s) 6,20 ± 0,65 6,14 ± 0,52 5,24 ± 0,79* 5,20 ± 1,17& 

A’ (cm/s) © 4,40 (4,00; 5,10) 4,50 (4,20; 5,10) 3,40 (3,20; 4,80) 3,80 (3,60; 4,25) 

E/E’ 15,7 ± 2,34 16,2 ± 1,83 20,0 ± 4,57* 21,2 ± 5,99& 

       Sham: controle sedentário; ShamTF: controle exercitado; EAo: estenose aórtica sedentário; EAoTF: estenose aórtica exercitado (n= 13-
15 por grupo). FC: frequência cardíaca; DDVE: diâmetro diastólico do ventrículo esquerdo (VE); EDPP: espessura diastólica da parede 
posterior; ERVE: relação entre a espessura da parede e o diâmetro do VE; AE: átrio esquerdo; AE/AO: relação entre os diâmetros do átrio 
esquerdo e da aorta; % FE: porcentagem fração de ejeção do VE; % Enc. Meso: porcentagem de encurtamento mesocárdico; VEPP: 
velocidade de encurtamento da parede posterior; S´: velocidade máxima de deslocamento sistólico do anel mitral; TRIV: tempo de 
relaxamento isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleração da onda E mitral; Onda E: velocidade de fluxo transmitral durante o 
enchimento ventricular precoce (EVP); Onda A: pico de velocidade do fluxo de enchimento tardio; E/A: relação entre as velocidades de 
fluxo transmitral nas fases de EVP e de contração atrial; E’: velocidade do anel mitral durante o EVP; A’: velocidade do anel mitral 
durante a contração atrial; E/E’: relação entre a velocidade de fluxo transmitral durante o EVP e a velocidade do anel mitral durante o 
EVP. ANOVA para esquema de dois fatores independentes complementada com Bonferroni (paramétrico) ou Kruskal-Wallis 
complementado com Dunn (não paramétrico). Dados expressos em média ± desvio padrão. © : Dados expressos em mediana e 
percentis 25 e 75.  p<0,05. *: EAo vs Sham; &:EAoTF vs ShamTF.  

 

 

A Tabela 5 mostra os dados obtidos pelo ecocardiograma após o protocolo de 

TF na 18ª semana. O grupo EAo apresentou aumento do DDVE, EDPP, ERVE, relação 

AE/AO, onda E, razões E/A, E/E’, e diminuição na FE, Enc. Meso, VEPP, E’ e A’, 

comparado ao Sham. O grupo EAoTF mostrou diminuição do DDVE, AE/AO, E/A e E’/E’ 

e aumento da % FE, % Enc. Meso, VEPP, TDE, A’ comparado ao EAo. Estes resultados 

mostram que o TF atenua as alterações estruturais e a disfunção sistólica e diastólica 

de ratos com EAo.  
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Tabela 5. Avaliação ecocardiográfica após 18 semanas de cirurgia  

 Grupos 

 Sham ShamTF EAo EAoTF 

PCF (g) 491 ± 66,9 430 ± 54,4§ 422 ± 48,6* 364 ± 49,1#& 

FC (bpm) 289 ± 25 323 ± 38 316 ± 53 321 ± 55 

DDVE (mm) 7,48 ± 0,50 7,47 ± 0,45 8,42 ± 0,61* 7,47 ± 0,93# 

EDPP (mm) © 1,53 (1,53; 1,53) 1,53 (1,50; 1,53) 2,81 (2,65; 2,81)* 2,55 (2,30; 2,68)& 

Esp.rel.VE 0,42 ± 0,04 0,41 ± 0,03 0,67 ± 0,06* 0,68 ± 0,10& 

AE (mm) © 4,85 (4,60; 5,11) 4,85 (4,60; 5,11) 7,92 (7,66; 8,43)* 7,15 (6,39;8,17) & 

AE/AO 1,24 ± 0,10 1,23 ± 0,08 1,99 ± 0,19* 1,78 ± 0,34#& 

FE (%) 93,4 ± 2,00 93,5 ± 2,00 85,0 ± 5,00* 90,0 ± 3,00#& 

% Enc.Meso 27,2 ± 3,89 27,9 ± 3,00 20,6 ± 3,78* 23,7 ± 2,52#& 

VEPP (mm/s) 72,5 ± 3,80 72,8 ± 7,26 44,6 ± 6,68* 56,1 ± 11,8#& 

s’ (cm/s) © 5,80 (5,70; 5,90) 5,70 (5,60; 5,80) 4,20 (3,80; 4,40)* 4,70 (4,40; 5,10)& 

TRIV©  24,0 (22,0; 25,0) 22,0 (22,0; 25,0) 14,0 (12,0; 15,0)* 15,0 (13,5; 22,0)& 

TDE 48,6 ± 2,80  48,3 ± 2,99 26,1 ± 6,44* 36,4 ± 10,3#& 

Onda E (cm/s)© 83,8 (82,0; 87,5) 82,0 (79,0; 86,3) 132 (116; 143)* 105 (95; 121)& 

Onda A (cm/s) © 51,2 (48,2; 53,6) 55,4 (49,3; 62,7) 22,8 (20,3; 25,5)* 23,9 (19,7; 66,1) & 

E/A 1,61 ± 0,17 1,50 ± 0,19 5,86 ± 0,96* 4,07 ± 2,48#& 

E’ (cm/s) 5,65 ± 0,69 6,14 ± 0,73 5,08 ± 0,70* 5,52 ± 0,74& 

A’ (cm/s) 3,83 ± 0,70 4,00 ± 0,38 2,77 ± 0,84* 3,52 ± 1,00# 

E/E’ 15,3 ± 1,08 13,7 ± 1,36 26,2 ± 4,98* 20,1 ± 3,95#& 
Sham: controle sedentário; ShamTF: controle exercitado; EAo: estenose aórtica sedentário; EAoTF: estenose aórtica exercitado (n= 13-15 por 
grupo). PCF: peso corporal final; Demais significados das variáveis, vide Tabela 4. ANOVA para esquema de dois fatores independentes 
complementada com Bonferroni (paramétrico) ou Kruskal-Wallis complementado com Dunn (não paramétrico). Dados expressos em média 
± desvio padrão. ©: Dados expressos em mediana e percentis 25 e 75. p<0,05. *: EAo vs Sham; #: EAoTF vs EAo; &:EAoTF vs ShamTF. §: 
ShamTF vs Sham. 

 
 
 
4.4.2. Análise macroscópica do coração post mortem 

Os dados de estrutura macroscópica cardíaca post mortem dos grupos 

analisados estão apresentados na Tabela 6. A EAo provocou aumento em todas 

variáveis estudadas, exceto na tíbia, em relação ao Sham. O grupo EAoTF apresentou 

diminuição de todos os dados estruturais analisados, com exceção da tíbia, 

comparado ao EAo. 
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Tabela 6. Estrutura macroscópica cardíaca post mortem 

 Grupos 

 Sham ShamTF EAo EAoTF 

 Tíbia (cm) 4,36 ± 0,07 4,30 ± 0,06 4,25 ± 0,12 4,24 ± 0,10 

Coração (g) 1,21 ± 0,13 1,10 ± 0,18 2,45 ± 0,32* 1,86 ± 0,30#& 

VE (g) 0,85 ± 0,09 0,77 ± 0,13 1,49 ± 0,19* 1,27 ± 0,15#& 

VD (g) 0,25 ± 0,02 0,22 ± 0,03 0,52 ± 0,08* 0,32 ± 0,08#& 

AT (g) 0,11 ± 0,01 0,11 ± 0,02 0,44 ± 0,09* 0,27 ± 0,09#& 

Coração/Tíbia 0,28 ± 0,03 0,25 ± 0,04 0,58 ± 0,07* 0,44 ± 0,07#& 

VE/Tíbia 0,19 ± 0,02 0,18 ± 0,03 0,35 ± 0,04* 0,30 ± 0,04#& 

VD/Tíbia 0,057 ± 0,006 0,052 ± 0,008 0,123 ± 0,019* 0,075 ± 0,019#&    

AT/Tíbia 0,026 ± 0,003 0,025 ± 0,004 0,102 ± 0,021* 0,063 ± 0,021#& 
Sham: controle sedentário; ShamTF: controle exercitado; EAo: estenose aórtica sedentário; EAoTF:  estenose aórtica exercitado (n= 13-15 
por grupo). VE: peso do ventrículo esquerdo; VD: peso do ventrículo direito; AT: soma do peso dos átrios direito e esquerdo. ANOVA 
para esquema de dois fatores independentes complementada com Bonferroni. Dados expressos em média ± desvio padrão. p<0,05. 
*: EAo vs Sham; #: EAoTF vs EAo; &: EAoTF vs ShamTF; §: ShamTF vs Sham. 

 

4.5. Proteômica quantitativa por LC-MS/MS Label-free 

 A análise pelo software Progenesis permitiu a identificação e quantificação de 404 

proteínas no tecido miocárdio, porém apenas 165 proteínas foram consideradas para o 

estudo comparativo, por atenderem ao critério de dois ou mais peptídeos únicos. Como 

o Progenesis só fornece como resultado, duas condições (média mais alta e mais baixa), 

houve a necessidade de utilizar o software SigmaPlot 12, para realizarmos a análise de 

variância e indentificarmos as comparações que respondam nossa pergunta biológica. 

Destas proteínas, 58 foram significativamente diferentes entre os quatro grupos 

estudados; constatamos que a EAo aumentou a expressão de 26 proteínas e diminuiu 

26, enquanto o treinamento físico aeróbio elevou 01 e reduziu 09. Essas informações 

estão detalhadas na (Tabela suplementar 1 e 2).  

 Para representar graficamente os resultados do proteoma miocárdico, e 

compreender o nível de significância e magnitude das mudanças observadas neste 

estudo, realizamos a análise de agrupamento hierárquico de todas as proteínas 

diferencialmente expressas entre os grupos EAo vs Sham e EAoTF vs EAo, que mostram 

uma separação evidente dos grupos experimentais (Figuras 6 e 7). Além disso, 

realizamos a análise multivariada de componentes principais (PCA), mostrando que de 

acordo com a agressão os animais de comportam de maneira diferente (Figuras 6 e 7). 
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Figura 6. Agrupamento de dados proteômicos livre de marcação em tecido cardíaco de grupos EAoTF vs 
EAo. (A) Análises de agrupamento hierárquico (mapa de calor) usando distância euclidiana não 
supervisionada de todas as proteínas diferencialmente expressas entre os grupos. (B) Análise multivariada 
de componentes principais não supervisionada (PCA). 
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Figura 7. Agrupamento de dados proteômicos livre de marcação em tecido cardíaco de grupos EAo vs 
Sham. (A) Análises de agrupamento hierárquico (mapa de calor) usando distância euclidiana não 
supervisionada de todas as proteínas diferencialmente expressas entre os grupos. (B) Análise multivariada 
de componentes principais (PCA). 
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4.5.1 Análise de bioinformática  

Os resultados proteômicos adquiridos por meio da análise quantitativa livre de 

marcação (shotgun label free) e foram submetidos a softwares de bioinformática para 

melhor elucidar as funções biológicas das proteínas com aumento e diminuição de 

expressão, enfocando em duas comparações (EAo vs Sham e EAoTF vs EAo). A lista das 

proteínas com suas respectivas funções biológicas esta apresentada nas Tabelas 7 e 8, 

e os nomes dos genes estão detalhados na Tabela Suplementar 1. 

 

Tabela 7. Função biológica das proteínas do grupo EAo vs Sham 

Função Biológica 
Proteínas 

Aumentadas  Diminuídas 

Metabolismo dos lipídios  

Receptor de ácidos graxos ─ Fabp3 

β-Oxidação mitocondrial  
─ 

Acadm; Hadhb;  Hadh;  
Acat1; Hadha; Acads;  
Etfb;  Acsl1 

Metabolismo da glicose 

Glicólise Pgm1; Pklr; Tpi1; Ldha;  
Gpi 

─ 

Metabolismo de corpos cetônicos 

Catabolismo   Oxct1 ─ 

Ciclo do ácido cítrico  ─ Cs; Glud1 

Fosforilação oxidativa 

Cadeia de transporte de 
elétrons 

─ 
Etfdh; Sdha; Cox7a2; 
Uqcrfs1; Ndufa10; Dld 

Complexo ATP-sintase ─ Atp5pb 

Transferência  de energia Ckb Ckm; Ckmt2 

Estresse oxidativo e 
inflamação 

Kng1; Ppia;  Hpx; Aldh2 
─ 

Defesa antioxidante Prdx6;Prdx2; Park7 ─ 

Citoesqueleto Pfn1; Fhl1; Vim; Tgm2 Actb; Washc2c 

Apoptose Anxa5; Zc3h13; Maoa; 
Tufm 

─ 

Antiapotótica Hspb6; Hspb1; Cryab ─ 

Transporte 

Prótons  ─ Slc25a4; Atp5po 

Oxigênio  ─ Hbb 

Intracelular de proteína  ─ Uqcrfs1 
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Tabela 8. Função biológica das proteínas do grupo EAoTF vs EAo 

Função Biológica 
Proteínas 

Elevadas Diminuídas 

Metabolismo de corpos cetônicos  

Catabolismo ─ Oxct1 

Metabolismo da glicose 

Glicólise ─ Pgam1 

Fosforilação oxidativa  

Cadeia de transporte de 
elétrons 

Cox4i1 ─ 

Defesa antioxidante ─ Maoa; Hpx; Prdx6; Hp  

Estresse oxidativo e 
inflamação 

─ Kng1 

Citoesqueleto ─ Vim; Pfn1 

 

 Para visualizarmos as possíveis relações entre as proteínas diferencialmente 

expressas entre os grupos, a rede de interação proteína-proteína foi construída usando 

o banco de dados STRING. Uma ampla rede de interação ocorreu entre a maioria das 52 

proteínas diferencialmente expressas. O maior número das proteínas que apresentaram 

elevação ou diminuição da expressão no miocárdio de ratos com EAo vs Sham está 

relacionada a processos metabólicos, representados por círculos vermelhos (False 

discovery rate: 6.49e-18). A análise da rede também destacou fortes evidências para o 

metabolismo lipídico (círculo cinza), sendo a categoria funcional com maior número de 

alterações nas proteínas (Figura 8).  
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Após o protocolo de TFa nos animais EAo, ocorreu alteração em 10 proteínas 

miocárdicas, sendo que a rede de interação mostrou que 50% delas se conectaram, a 

maioria relacionada à regulação biológica, que são representados por círculos azuis 

(false discovery rate: 0.0106). A análise da rede destacou fortes evidências para a 

desintoxicação de oxidante celular e resposta inflamatória aguda (círculo cinza) (Figura 

9). 

Figura 8. Rede de interação proteína-proteína diferencialmente expressas no miocárdio de ratos com 
EAo vs Sham. A análise da rede de interação foi construída usando o software on-line STRING com um 
nível de confiança médio (0,4). Os círculos representam proteínas, enquanto as linhas retas representam 
as interações entre diferentes proteínas. A espessura da linha indica a força da evidência, com conexões 
mais espessas indicando maior robustez na interação. Círculos vermelhos representam as proteínas dos 
processos metabólicos; círculo cinza delimita as proteínas do metabolismo lipídico. 
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Para classificar as proteínas diferencialmente expressas de acordo com as 

anotações biológicas de “função molecular”, “processo biológico” e “componente 

celular” foi realizada a análise de enriquecimento de Gene Ontology (GO) pela 

ferramenta analítica (KOBAS 3.0). Nossos resultados mostraram que o grupo EAo gerou 

270 termos ontológicos, enquanto que o treinamento físico aeróbio gerou 123 GOs 

significativamente expressos (Tabela suplementar 3). 

Utilizando a ferramenta online REVIGO (Summarizes and Visualizes Long Lists of 

Gene Ontology Terms) (116), sumarizamos em termos Parent e Child os termos mais e 

menos expressos para as categorias função molecular,  processo biológico, e 

componente celular entre as duas comparações. Com relação a EAo vs Sham, as 

proteínas alteradas apresentaram GO “funções moleculares” distintas, destacando-se a 

atividade da acetil-CoAtransferase, ligação de acil-CoA graxo e atividade de 

transferência de elétrons; a maioria das proteínas foram reguladas negativamente 

Figura 9. Rede de interação proteína-proteína de todas as proteínas diferencialmente expressas no 
miocárdio de ratos com cardioproteção gerada pelo TFa vs EAo. As análises de rede de interação 
foram construídas usando o software on-line STRING com um nível de confiança médio (0,4). Os 
círculos representam proteínas, enquanto as linhas retas representam as interações entre diferentes 
proteínas. A espessura da linha indica a força da evidência, com conexões mais espessas indicando 
maior confiança na interação proteína-proteína. Círculos azuis representam as proteínas envolvidas 
nos processos de regulação biológica; círculo cinza delimita as proteínas envolvidas no metabolismo 
de lipídeos. 
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(Figura 10). A maior parte das vias enriquecidas para o GO “processo biológico” estava 

envolvida no metabolismo lipídico, destacando-se a beta-oxidação de ácidos graxos, 

cadeia de transporte de elétrons e ciclo do ácido tricarboxílico; grande parte destas 

proteínas apresentou níveis diminuídos em animais com estenose aórtica. Por outro 

lado, as proteínas reguladas positivamente, estão relacionadas com o processo 

glicolítico, metabólico de carboidratos, resposta ao estresse oxidativo e hipóxia. Outras 

proteínas (Up e Down) estavam envolvidas em regulação de morte celular, cascata mapk 

ativada por estresse e processo baseado em filamento intermediário. A análise do GO 

“componente celular”, mostrou que a maioria das alterações estavam diminuídas e 

associadas às proteínas mitocondriais e matriz mitocondrial. Proteínas relacionadas ao 

sarcômero, como as pertencentes ao citoesqueleto e à maquinaria contrátil, 

representavam outros grupos de proteínas alteradas, sendo que maiorias estava 

regulada positivamente.  

Com relação ao grupo EAoTF vs EAo (Figura 11) a análise do GO “funções 

moleculares” mostrou que o exercício modula negativamente a atividade oxidante, 

constituinte estrutural do citoesqueleto, e atua positivamente na atividade da 

citocromo c-oxidase. A avaliação do GO “processos biológicos” estão relacionados a 

desintoxicação de oxidante celular, vasodilatação, regulação do processo glicolítico, 

processo do sistema imunológico. É interessante ressaltar, que todas estas vias foram 

diminuídas pelo treinamento físico aeróbio. Quanto ao GO “componente celular”, a 

maiorias das vias enriquecidas estavam relacionadas com as mitocôndrias, 

citoesqueleto/maquinaria contrátil e o complexo haptoglobina-hemoglobina, que 

diminuíram com o exercício.    
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Figura 10. Análise de enriquecimento de ontologia gênica (GO) para proteínas Up e Down reguladas no 
miocárdio de ratos com EAo vs Sham. A análise foi realizada usando a ferramenta Kobas 
(http://kobas.cbi.pku.edu.cn/), fornecendo os termos GO significativamente enriquecidos, Função 
Molecular, Processo Biológico e Componente Celular. No painel esquerdo, o eixo horizontal indica a 
significância (−log10 p-valor) da associação funcional, que é dependente do número de proteínas na 
classe. No painel direito, as mudanças no padrão de componentes celulares da proteína são exibidas como 
o número de proteínas com níveis aumentados ou diminuídos (eixo horizontal). 
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Figura 11. Análise de enriquecimento de ontologia gênica (GO) para proteínas Up e Down reguladas no 
miocárdio de ratos com EAoTF vs EAo. A análise foi realizada usando a ferramenta Kobas 
(http://kobas.cbi.pku.edu.cn/), fornecendo os termos GO significativamente enriquecidos, Função 
Molecular, Processo Biológico e Componente Celular. No painel esquerdo, o eixo horizontal indica a 
significância (−log10 p-valor) da associação funcional, que é dependente do número de proteínas na 
classe. No painel direito, as mudanças no padrão de componentes celulares da proteína são exibidas como 
o número de proteínas com níveis aumentados ou diminuídos (eixo horizontal).
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4.6. Expressão das proteínas relacionadas as vias de hipertrofia fisiológica e patológica  

Para verificarmos a participação das vias relacionadas com a remodelação cardíaca 
adaptativa e mal adaptativa, realizamos a técnica de Western Blot para proteínas 
chaves nestas vias de sinalização, apresentadas nas (Figuras 12 e 13). As proteínas da 
via patológica (JNK, p-JNK, p38, ERK e p-ERK), e da via fisiológica (PI3K, p-PI3K, AKT, p-
AKT, mTOR e p-mTOR), não apresentaram diferenças entre os quatro grupos. A 
expressão proteica da p-p38 foi maior nos grupos EAo e EAoTF em relação aos seus 
controles. 

 

 

 

 

Figura 12. Expressão proteica da via hipertrófica patológica miocárdica. Sham: controle sedentário; 
ShamTF: controle exercitado; EAo: estenose aórtica sedentário; EAoTF: estenose aórtica exercitado (n= 06 a 
07 por grupo). ANOVA para esquema de dois fatores independentes complementada com Bonferroni 
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(paramétrico). Dados expressos em média ± desvio padrão. *: p<0,05. 

 

 
 
 

 

 
Figura 13. Expressão proteica da via hipertrófica fisiológica miocárdica. Sham: controle 
sedentário; ShamTF: controle exercitado; EAo: estenose aórtica sedentário; EAoTF: estenose 
aórtica exercitado (n= 06 a 07 por grupo). ANOVA para esquema de dois fatores independentes 
complementada com Bonferroni (paramétrico) ou Kruskal-Wallis complementado com Dunn 
(não paramétrico). 
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4.7. Validação das proteínas diferencialmente expressas por Western Blotting 

Para validar as proteínas diferencialmente expressas, o Western blot foi 

realizado para 4 proteínas envolvidas no metabolismo energético cardíaco, que 

foram selecionadas com base na confiança da identificação da proteína, 

magnitude da mudança por proteômica, e o papel biológico no comprometimento 

cardíaco (Figura 14). Os dados proteômicos foram confirmados para as proteínas 

MCAD, FABP3 que diminuíram e LDH que aumentou no grupo EAo vs Sham. A 

expressão da PK, não apresentou diferença estatística entre os grupos avaliados, 

desta forma não corroborando com resultados proteômicos. Observação: As 

proteínas MCAD, FABP3 e LDH foram analisadas em outro estudo do grupo (56), 

que utilizou a mesma metodologia, e são apresentadas apenas como ferramenta 

de validação do proteoma. Em adição, analisamos a expressão da PK, também 

identificada na análise proteômica.  
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Figura 14. Verificação dos resultados proteômicos por Western blot. Sham: controle sedentário; 
ShamTF: controle exercitado; EAo: estenose aórtica sedentário; EAoTF: estenose aórtica exercitado (n= 06 
a 07 por grupo). ANOVA para esquema de dois fatores independentes complementada com Bonferroni 
(paramétrico). Dados expressos em média ± desvio padrão. *: p<0,05; **: p<0,001. 
 

 

 
4.8. Validação das proteínas diferencialmente expressas por espectrofotometria 

 
Para validar as proteínas diferencialmente expressas, as atividades 

enzimáticas de quatro proteínas envolvidas no metabolismo energético foram 

selecionadas com base na confiança da identificação da proteína, magnitude da 

mudança por proteômica, e o papel biológico no comprometimento cardíaco 

(Figura 15). Os dados proteômicos foram confirmados para BHAD, CS, CK que 

apresentarão diminuição no grupo EAo vs Sham. A atividade da LDH não 

apresentou diferença estatística entre os quatro grupos, em discordância com os 

resultados da proteômica. Obsevação: As enzimas BHAD, CS, CK  foram 

analisadas em outro estudo do grupo (56), que utilizou a mesma metodologia, e 
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são apresentadas apenas como ferramenta de validação do proteoma. Em 

adição, analisamos a atividade da LDH, também identificada na análise 

proteômica.  

 
 
 

 
Figura 15. Verificação dos resultados proteômicos por espectrofotometria. Sham: controle sedentário; 
ShamTF: controle exercitado; EAo: estenose aórtica sedentário; EAoTF: estenose aórtica exercitado (n= 08 
por grupo). ANOVA para esquema de dois fatores independentes complementada com Bonferroni 
(paramétrico). Dados expressos em média ± desvio padrão. *: p<0,05; **: p<0,001. 
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5. DISCUSSÃO  

 

A visão molecular global dos mecanismos relacionados à cardioproteção gerada 

pelo treinamento físico aeróbio em animais com disfunção cardíaca por estenose aórtica 

supravalvar continua pouco compreendida. A proteômica shotgun label-free é uma 

ferramenta robusta que fornece novas informações sobre esses mecanismos biológicos. 

Desta forma, esta metodologia permitiu rastrear especificamente as alterações da 

expressão de proteínas no ventrículo esquerdo dos quatro grupos de animais estudados. 

A técnica utilizada identificou 57 proteínas diferencialmente expressas entre os grupos. 

A análise de bioinformática mostrou que a maioria das proteínas alteradas estão 

envolvidas no metabolismo energético (lipídico e glicolítico), estresse oxidativo, 

inflamação e arquitetura estrutural, além de fornecer novos insights sobre a disfunção 

cardíaca induzida por estenose aórtica, e como o treinamento físico atua sobre este 

processo.   

 

5.1 Efeitos do treinamento físico sobre a capacidade funcional e níveis séricos do 

lactato 

A prática do exercício físico regular tem sido foco de estudos por se tratar de 

abordagem terapêutica não farmacológica muito utilizada na prevenção e tratamento de 

diversas doenças. Pesquisadores têm investigado as respostas adaptativas benéficas, 

estruturais e funcionais proporcionadas pela prática frequente do exercício físico em vários 

sistemas orgânicos, entre eles, o cardiovascular (48,117).  O exercício previne prejuízos 

proporcionados ao coração por diversos tipos de agressão, como: estenose aórtica, 

obesidade, infarto do miocárdio, hipertensão arterial sistêmica, entre outros (118–121). 

Para obtermos melhoria do perfil cardiológico dos animais cardiopatas foi 

utilizado um protocolo de treinamento com volume moderado e baixa intensidade, em 

razão dos animais com a sobrecarga pressórica possuírem intolerância ao esforço físico. 

Importante salientar que o protocolo foi adaptado de estudos anteriores do grupo que 

utilizaram o mesmo modelo animal (15,16). Este treinamento foi efetivo em melhorar a 

aptidão física dos grupos ShamTF e EAoTF, conforme mostrado na Figura 3.  A velocidade 

de exaustão, o tempo total de permanência na esteira e a distância percorrida foram 

significativamente maiores nos animais treinados em relação aos não exercitados. Estes 



Página 76  

 

Mota, G. A. F. | 2021 

achados estão de acordo com estudos anteriores que avaliaram a capacidade funcional 

de animais com EAo (11,15,16). Acreditamos que o aumento da capacidade funcional 

possa estar relacionado à otimização da eficiência oxidativa muscular e 

cardiocirculatória, advindas do treinamento físico (28,54).  

Além disso, avaliamos também a concentração de lactato sanguíneo dos animais, 

marcador biológico do condicionamento físico, realizado imediatamente após o teste de 

esforço final, que nos permitiu observar a eficácia do protocolo de TFa empregado. 

Nossos resultados mostraram que houve diminuição do lactato nos animais treinados 

comparados aos seus respectivos controles. Estes achados indicam que a redução do 

lactato possa ter participado da melhoria da capacidade funcional. Os mecanismos 

responsáveis por esse fenômeno estão relacionados à maior oxidação de ácidos graxos, 

redução na magnitude de funcionamento da glicólise anaeróbia e a conversão do lactato 

em glicogênio, predominantemente no tecido hepático (122).  

 

5.2 Efeitos do treinamento físico nos dados anatômicos post mortem e sinais clínicos 

de insuficiência cardíaca 

A análise macroscópica cardíaca post mortem realizada na 18ª semana (Tabela 

6), permitiu avaliar as alterações estruturais no coração remodelado. Foi observado 

hipertrofia ventricular esquerda e atrial nos animais com EAo, o que está de acordo com 

trabalhos anteriores (15,16). Além disso, o exercício acarretou atenuação da hipertrofia 

ventricular e atrial no grupo EAoTF; vários pesquisadores atribuem esta mudança em 

razão das vias fisiológicas ativadas pelo exercício contraregular as vias patológicas (48), 

o que não deve ter ocorrido em nosso estudo em razão de não termos encontrado 

diferença entre os grupos nas vias supracitadas.  O modelo de EAo expõe o VE à 

sobrecarga de pressão prolongada levando-o à hipertrofia concêntrica, mecanismo 

compensatório para preservar a função sistólica. Inicialmente, a RC consegue manter a 

função cardíaca adequada, entretanto, se esse processo persistir, há deterioração do 

desempenho do coração (15). O estímulo para a RC pode ocorrer por fatores mecânicos 

e bioquímicos, que agem nos receptores, canais iônicos e integrinas presentes na 

membrana sarcolemal, que via sinalizadores citosólicos, acarretam alterações na 

expressão gênica e desencadeiam maior síntese proteica miocárdica (53).  
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Após 18 semanas de experimento, a maioria dos animais EAo apresentaram 

sinais de insuficiência cardíaca (Figura 5). O diagnóstico foi baseado na presença de 

taquipnéia e confirmado por achados post mortem como, trombo no átrio esquerdo, 

derrame pleural, ascite e congestão hepática. Os roedores que praticaram o exercício 

físico evidenciaram menor ou ausência da intensidade e frequência destes achados, 

demonstrando claramente que a terapêutica atenuou o desenvolvimento da IC nestes 

animais. Os resultados observados se devem ao fato do exercício se contrapor ao eixo 

vasoconstritor e retentor de sal e água, aumentando a diurese renal (48). Trabalhos 

anteriores corroboram nossos resultados (15,16), no entanto, Gomes et al. (54) não 

observaram diferença nos sinais de IC entre os grupos sedentário e treinado.  

A insuficiência ventricular esquerda se manifesta principalmente por congestão 

pulmonar e, posteriormente, hepática. Neste estudo não foi observado incremento do 

teor de água no pulmão; entretanto, foi observado aumento do teor de água no VD, 

átrio e fígado, o que não ocorreu nos animais treinados. Não encontramos explicações 

para o desfecho observado no pulmão, desde que a falência cardíaca esquerda é 

acompanhada por congestão pulmonar. 

 

5.3 Efeitos do treinamento físico na estrutura e função cardíaca 

Como o objetivo de avaliar previamente a função e estrutura cardíaca antes de 

iniciar o TF, foi realizada a análise ecocardiográfica destes animais ao final da 2º semana, 

com a finalidade de homogeneizar os grupos estudados. Os dados evidenciaram que a 

EAo ocasionou hipertrofia ventricular do tipo concêntrica, disfunção sistólica e 

diastólica. Os dados ecocardiográficos após 16 semanas de treinamento físico, 

mostraram atenuação das alterações estruturais ventriculares e atriais, e melhoria da 

função sistólica e diastólica de ratos com EAo. Diferentes mecanismos estão envolvidos 

na deterioração da função cardíaca (20). Como o principal objetivo deste estudo é 

avaliar as maquinarias relacionados a cardioproteção gerada pelo exercício físico, foi 

utilizada a abordagem proteômica com o intuito de proporcionar uma visão ampla da 

biologia dos mecanismos envolvidos na atenuação da disfunção cardíaca pelo 

treinamento físico.    
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5.4 Efeito da estenose aórtica supravalvar sobre o proteoma miocárdico   

5.4.1 Metabolismo energético  

O processo biológico mais evidente no proteoma cardíaco foi relacionado ao 

metabolismo energético, que apresentou diminuição na expressão das proteínas 

lipídicas (Fabp3, Acadm; Hadhb; Hadh; Acat1; Hadha; Acads; Etfb; Acsl1), e elevação das 

proteínas da via glicolítica (Pgm1; Pklr; Tpi1; Ldha; Gpi) em ratos com EAo vs Sham. 

Apesar da fisiopatologia complexa e multifatorial do dano cardíaco relacionada a 

sobrecarga de pressão, é bem estabelecido na literatura que as modificações no 

metabolismo energético é um dos principais contribuintes da disfunção ventricular (48). 

O coração é um órgão com alta plasticidade metabólica, podendo utilizar diferentes 

substratos como ácidos graxos (AG), glicose, lactato, corpos cetônicos e aminoácidos 

para geração de ATP, necessária para o processo de contração e estiramento cardíaco 

(123). O AG é a principal fonte de energia, enquanto a glicose é reconhecidamente a 

segunda escolha; no coração adulto, cerca de 50-70% da síntese de ATP é normalmente 

oriunda da beta oxidação de AG, sendo a contribuição da via glicolítica em torno de 30-

40% (124). Na remodelação patológica ocorre mudança no padrão de utilização do 

substrato energético miocárdico evidenciado por diminuição no metabolismo de AG, 

secundário à redução da expressão e atividade de proteínas envolvidas no processo de 

captação e oxidação; em paralelo, ocorre aumento na glicólise, sem aumento 

proporcional na oxidação mitocondrial desse substrato (125). Essa mudança do perfil 

metabólico é evento clássico no curso da remodelação, entretanto os fatores envolvidos 

não estão completamente compreendidos (125). Nossos resultados estão de acordo 

com os achados da literatura, desde que mostramos uma diminuição em proteínas 

chaves na regulação do metabolismo lipídico e um aumento da expressão das proteínas 

da via glicolítica.  

   Nossos dados proteômicos mostraram diminuição da abundância de proteínas 

envolvidas no ciclo de Krebs (Cs; Glud1), cadeia de transporte de elétrons (Etfdh; Sdha; 

Cox7a2; Uqcrfs1; Ndufa10; Dld), complexo ATP-Sintase (Atp5pb) no miocárdio de ratos 

com EAo, sugerindo que a produção de energia esta prejudicada. Estes resultados, junto 

com a diminuição das proteínas envolvidas na β-oxidação apontam para uma possível 

perda de função mitocondrial. De fato, a insuficiência cardíaca tem sido associada à 

disfunção mitocondrial pela diminuição da fosforilação oxidativa, desacoplamento 
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mitocondrial e redução da síntese de ATP (126). Nossos resultados são corroborados 

pela diminuição de duas proteínas cinases que participam da formação do ATP no 

citoplasma (Ckm; Ckmt2) (125). 

Além das alterações no metabolismo lipídico, glicolítico, ciclo de Krebs e no 

sistema de fosforilação oxidativa, uma proteína chave relacionada ao metabolismo de 

cetonas também foi alterada pela sobrecarga pressórica. A alteração dos corpos 

cetônicos no miocárdio tem recebido crescente atenção (125). Este fenômeno é 

evidenciado no proteoma que mostrou aumento da expressão da proteína Oxct1, 

enzima responsável pelo catabolismo de corpos cetônicos, evidenciando a utilização de 

outro substrato energético como fonte de energia para a manutenção desta 

remodelação mal adaptativa. É fundamental ressaltar alguns aspectos sobre o uso deste 

substrato; há duas décadas não se sabia de fato qual a influência dos corpos cetônicos 

no miocárdio, benéfico ou maléfico (127). Com o decorrer dos anos a comunidade 

científica demonstrou que este substrato é altamente competitivo para o metabolismo 

oxidativo do coração remodelado (125,127). Além disso, os corpos cetônicos circulam 

em concentrações aumentadas no cenário da insuficiência cardíaca, diretamente 

proporcionais à gravidade da cardiopatia (127). Outro ponto importante está 

relacionado ao fato de que este substrato pode atuar de forma protetora por gerar 

menos espécies reativas de oxigênio (127). Consistente com nossos resultados, Aubert 

e colaboradores (128) utilizaram a proteômica mitocondrial quantitativa para identificar 

desarranjos metabólicos energéticos que ocorrem durante o desenvolvimento de 

hipertrofia e insuficiência cardíaca em modelo de camundongos com constrição 

transversa da aorta. Os autores mostraram que as quantidades de proteínas envolvidas 

na utilização de ácidos graxos foram diminuídas; por outro lado, a expressão de β-

hidroxibutirato desidrogenase 1 (Bdh1), enzima chave na via de oxidação dos corpos 

cetônicos, foi aumentada. Recentemente, Byrne e colaboradores (129) mostraram que 

as elevadas concentranções de cetonas circulantes podem reduzir a inflamação 

miocárdica e impedir o desenvolvimento da falência cardíaca. Neste sentido, estudos 

futuros são necessários para determinar a relevância destes achados na insuficiência 

cardíaca em humanos, e delinear o impacto da utilização crônica de cetonas no 

tratamento da disfunção ventricular.  

 



Página 80  

 

Mota, G. A. F. | 2021 

5.4.2 Estresse oxidativo e inflamação  

O estresse oxidativo, definido como uma produção excessiva de espécies 

reativas do oxigênio (ROS) em relação à defesa antioxidante, desempenha um 

papel importante na fisiopatologia da insuficiência cardíaca (130). Alterações 

metabólicas encontradas no coração em falência, principalmente diminuição da β-

oxidação, disfunção mitocondrial e aumento da oxidação de glicose, podem causar 

aumento da liberação de ROS. A exposição prolongada a espécies reativas acarreta a 

efeitos deletérios, como disfunção celular, peroxidação proteica e lipídica, dano ao DNA 

e, eventualmente, leva a morte celular (131). Em concordância com a literatura, nossos 

dados proteômicos evidenciaram várias proteínas alteradas relacionadas aos 

mecanismos de defesa antioxidante (Prdx6, Maoa, Prdx2, Park7). Duas proteínas, 

enzimas antioxidantes mitocondriais, estão elevadas, a Prdx2, responsável pela 

desintoxicação de ROS, principalmente de peroxido de hidrogênio, e a Prdx6,  que 

também desempenha papel no turnover de fosfolipídios celulares, reparando a 

membrana celular peroxidada (132). A proteína de Parkinson 7 (Park7/DJ-1) também se 

encontra elevada no grupo EAo. Esta proteína, primeiramente identificada na doença 

de Parkinson, participa da homeostase celular e está envolvida em vários processos 

biológicos, como regulação transcricional, controle da função mitocondrial, proteólise, 

autofagia e atividades das chaperonas (133). Essa proteína é expressa no tecido cardíaco 

onde exerce papel antioxidante, e sua ausência tem sido ligada ao aumento do infarto 

do miocárdio, injúria pós isquemia-reperfusão e aumento da disfunção ventricular por 

sobrecarga pressórica (134,135). Em condições basais não oxidativas, a Park7 impede a 

tradução de mRNAs envolvidos no combate ao estresse oxidativo, como p53, superóxido 

dismutase e proteínas envolvidas na síntese de glutationa (136,137). Deficiência dessa 

proteína no coração conduz a maior vulnerabilidade ao estresse oxidativo (138). Estudo 

in vitro com linhagens celulares cardíacas observaram que a alta expressão de Park7 

estava relacionada com redução da morte celular, diminuição da produção de ROS e 

aumento da síntese de enzimas antioxidantes em condições de isquemia-reperfusão 

(139,140). Outro estudo mostrou que redução da via pro-apoptótica (PTEN) e o estímulo 

da via PI3K/Akt foi mediada via Park7 (141). Em modelo experimental com bandagem 

aórtica, pesquisadores observaram que animais deficientes dessa proteína 
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desenvolveram exagerada hipertrofia cardíaca e suscetibilidade ao desenvolvimento da 

IC. Além disso, esses animais apresentaram aumento da oxidação de DNA e da apoptose 

dos cardiomiócitos e comprometimento da gênese mitocondrial e da cadeia respiratória 

(134). 

Além do estresse oxidativo, a Park7 também está envolvida na modulação do 

estresse glicativo (142). O estresse glicativo ocorre quando compostos dicarbonil 

provenientes da oxidação glicolítica e peroxidação lipídica, reagem não 

enzimaticamente com aminoácidos de proteínas por um processo chamado glicação ou 

glicosilação não enzimática, o qual é responsável por gerar produtos finais de glicação 

avançada (AGEs) (143,144). Esses produtos, ao reagirem com seus receptores (RAGE), 

culminam na propagação dos sinais de estresse, ativação de quinases ativadas por 

mitógenos e de vias pró-apoptóticas (145).  A sinalização AGE-RAGE resulta em estresse 

glicativo e contribui para a injúria tecidual (146). Além disso, aumento da demanda da 

expressão de RAGE aumenta o estresse oxidativo, que por sua vez, resulta no aumento 

da produção de AGEs, perpetuando o sinal de estresse (147). Estudos realizados com 

humanos mostraram que AGE-RAGE estão implicados na insuficiência cardíaca 

(148,149).  Estudos in vitro mostraram que atividade proteolítica da Park7 age contra o 

estresse glicativo (143). Um trabalho experimental recente evidenciou que expressão 

endógena de Park7 protege contra o desenvolvimento de insuficiência cardíaca induzida 

por isquemia-reperfusão por reduzir o estresse glicativo (142).  

Acreditamos que o comportamento das proteínas Prdx6, Maoa, Prdx2 e Park7 

refletem uma resposta compensatória para combater a elevação de ROS. Vários 

pesquisadores mostraram que existe um aumento das defesas antioxidantes em 

condição de insuficiência cardíaca (150). Este mecanismo de defesa, embora 

aumentado, não foi suficiente para impedir o estado pró-oxidante, o qual pode ter sido 

um dos mediadores para a falência cardíaca constatada neste estudo. Comprovando 

esta ideia, realizamos a expressão proteica da COX-2, marcador de estresse oxidativo e 

inflamação, que está aumentado no grupo EAo vs Sham (dado não mostrado). 

Nossa análise mostrou que as proteínas Ppia, Kng1, Hpx, e Aldh2 relacionadas 

com inflamação, tiveram aumento de expressão em animais com hipertrofia patológica. 

Nos últimos anos pesquisas com doenças cardiovasculares têm mostrado a importância 

da família proteica chamada peptidil-prolil cis-trans-isomerases (PPIases), encodadas 
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pelo gene Ppia. Essas proteínas são imunofilinas que catalisam a isomeração de ligações 

peptídicas para acelerar o enovelamento de proteína (151). Algumas PPIases possuem 

afinidade com a ciclosporina A e são classificadas em ciclofilinas, as quais suas distintas 

isoformas são coadjuvantes em inúmeras doenças cardiovasculares (152). A ciclofilina 

A, por exemplo, tem papel chave no transporte e modelagem estrutural de proteínas, 

modulação imunológica e sinalização celular (153). No entanto, a ciclofilina A também 

está envolvida com perpetuação da injúria após isquemia-reperfusão por aumentar a 

infiltração de macrófagos e neutrófilos na área danificada (154), induzir a ativação de 

fibroblastos e promover hipertrofia cardíaca (155). Estudos mecanísticos mostraram 

que ausência dessa proteína em vários modelos animais reduz a inflamação, estresse 

oxidativo e degradação de matriz extracelular (154) além de prevenir a formação de 

aneurisma aórtico abdominal em reposta a angiotensina II (156). O cininogênio 1 (Kng1) 

é a precursora de bradicinina que desempenha importante papel pró-inflamatório, pró-

apoptótico e pró-oxidante (157). Foi observado que, em cardiomiócitos de 

camundongos neonatais, o aumento da produção de Kng1 após exposição a 

doxorubicina, contribui para o agravamento do dano cardíaco por induzir aumento do 

estresse oxidativo pelas mitocôndrias. Depleção da produção do Kng1, reverteu o 

quadro e mostrou diminuição da citotoxicidade nos cardiomiócitos (158). A hemopexina 

(Hpx) é uma proteína plasmática que tem função de scavanger, liga-se a proteínas heme 

que estão livres no plasma facilitando sua captação pelo fígado e baço e consequente 

eliminação (159). Essa função figura o efeito benéfico da Hpx, já que proteínas heme 

livres induz a oxidação, promovendo disfunção endotelial e vasoconstrição. O efeito 

benéfico de Hpx também foi evidenciado em um estudo experimental de hemólise 

crônica, onde a Hpx inibiu a ativação dependente de heme da via de sinalização 

inflamatória do receptor Toll-like 4, contribuindo para a redução da formação de ROS 

endotelial (160). O aumento da expressão destas proteínas inflamatórias observadas 

neste estudo, está em paralelo com o grau de comprometimento funcional e estrutural 

no grupo EAo. 
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5.4.3 Arquitetura estrutural  

 

  Enquanto proteínas associadas ao citoesqueleto, Pfn1, Fhl1, Vim e Tgm2, 

apresentaram aumento, outras, Actb e Washc2c mostraram diminuição da abundância 

em animais com estenose aórtica. O citoesqueleto cardíaco é importante para manter a 

integridade estrutural e funcional do cardiomiócito em condições fisiológicas e 

patológicas. Distúrbios nos componentes do citoesqueleto têm sido fortemente 

associados a cardiopatias (161). Está bem estabelecido que a Pfn1 é uma proteína de 

ligação à actina, conservada evolutivamente, que exerce função na regulação da 

dinâmica do citoesqueleto, promovendo a polimerização da actina (162). Vários estudos 

têm demonstrado que o aumento da expressão da Pfn1 está associado a disfunção 

endotelial, inflamação vascular e remodelação sob estímulos patológicos, incluindo 

AGEs (163)  e  angiontesina II (164,165). Em relação a Fhl1, poucos trabalhos avaliaram 

seu papel nas doenças cardiovasculares; as evidências indicam que esta proteína faz 

parte de um complexo no sarcômero dos cardiomiócitos que detecta respostas 

biomecânicas induzidas por estresse, sendo de fundamental importância para o 

desenvolvimento da hipertrofia patológica do VE (166). Foi demonstrado que a Fhl1 é 

essencial para a detecção biomecânica de estresse miocárdico, uma vez que 

camundongos nocaute para Fhl1, mostraram atenuação da resposta hipertrófica após 

constrição aórtica transversal (166). A elevação da expressão desta proteína também foi 

encontrada por outros pesquisadores em diferentes modelos de hipertrofia ventricular 

(167). Os resultados observados em relação as proteínas estruturais mostram que os 

desequilíbrios nos níveis proteicos podem explicar, em parte, a disfunção cardíaca 

observada nos ratos com sobrecarga pressórica. Nossos dados corroboram com as 

informações da literatura, com o aumento da expressão destas proteínas no miocárdio 

de ratos com IC. Além disso, estudos adicionais, indicaram que a anormalidade do 

citoesqueleto é uma alteração precoce durante a hipertrofia ventricular esquerda e 

subsequente falência cardíaca  (168,169).  
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5.4.4 Homeostase celular  

Algumas proteínas que participam da apoptose (Anxa5, Zc3h13, Maoa) foram 

elevadas no miocárdio pela estenose aórtica, e com o intuito de contra regular esta 

resposta, proteínas anti-apoptóticas (Hspb6, Hspb1, Cryab) também tiveram sua 

expressão aumentada neste estudo na condição de insuficiência cardíaca. É bem 

estabelecido que a apoptose dos cardiomiócitos é um mecanismo estimulado em várias 

patologias cardiovasculares. A apoptose destas células ocorre devido a morte celular, 

comprometimento da fosforilação oxidativa e geração de ATP por perda mitocondrial, e 

disfunção progressiva da contratilidade de cardiomiócitos viáveis (170). Este mecanismo 

induz ao longo do tempo a deterioração da função e desenvolvimento da insuficiência 

cardíaca (171).  

A anexina A5 (Anxa5), é uma proteína de ligação a fosfolipídios, que possui alta 

afinidade com células inviáveis, as quais expressam externamente a fosfatidilserina 

como um marcador para fagocitose (172,173). Evidências mostraram que anexina 5 foi 

aumentada em pacientes em tratamento para a hipertensão arterial, provavelmente 

como um mecanismo de defesa com efeito anticoagulante e anti-inflamatório (174). A 

estimulação com Anxa5 também atenuou a resposta inflamatória e o tamanho do 

infarto e melhorou a função cardíaca após isquemia-reperfusão em ratos (175). A Anxa5 

também se liga ao Ca2+ sendo realocada no sarcômero e secretada durante a ativação 

da apoptose, podendo contribuir para a desregulação do manuseio de cálcio cardíaco e 

deterioração da função sistólica em pacientes com IC (176,177). Foi observada em 

pacientes hipertensivos uma associação entre a alta produção de Anxa5 miocárdica e 

piora da função sistólica, no entanto esses resultados não foram influenciados pela 

apoptose (178).  

A enzima mitocondrial Maoa (monoamina oxidase A) é uma potente indutora de 

ROS no coração, estando vinculada com o início e progressão de várias doenças 

cardíacas (179,180). A expressão da Maoa é aumentada em modelos animais com 

diabetes, hipertensão e constrição aórtica transversa (181,182) sendo associada com IC 

por aumentar a disfunção mitocondrial e dano cardíaco (181). O estresse oxidativo 

gerado por Maoa prejudicou a função dos lisossomos cardíacos, levando ao bloqueio do 

fluxo autofágico e acúmulo de mitocôndrias danificadas em cardiomiócitos de ratos 

(183).  
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As proteínas do choque térmico (HSP), especificamente a Hspb6 e Hspb1, são 

chaperonas moleculares que participam ativamente da homeostasia celular cardíaca, 

por prevenir o acúmulo de proteínas mal dobradas ou não dobradas nas células (184). A 

manutenção metabólica e contrátil do coração requer um alto grau de qualidade na 

síntese proteica, no entanto, o estresse oxidativo e mecânico neste órgão permite o 

acúmulo de proteínas mal formadas ou danificadas, as quais são tóxicas para os 

cardiomiócitos (185). O comportamento das chaperonas observado neste estudo, 

provavelmente estão relacionados com o mecanismo de defesa do coração insuficiente, 

desde que a família das HSP, promovem proteção para o miocárdio. Os nossos 

resultados estão de acordo com a literatura, desde que o proteoma dos animais com 

EAo, evidenciou proteínas relacionadas com o aumento da apoptose (186–188). 

A Figura 16 mostra a visão geral dos efeitos da estenose aórtica supravalvar 

sobre o proteoma miocárdico de ratos. O nome das proteínas codificadas pelos genes 

está detalhado na Tabela Suplementar 1. 
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Figura 16. Visão geral dos efeitos da 
estenose aórtica supravalvar sobre o 
proteoma miocárdico de ratos. As 
proteínas identificadas são mostradas 
de acordo com a alteração; cor 
vermelha para proteínas reguladas 
positivamente e cor azul para 
proteínas reguladas negativamente 
no miocárdio de ratos EAo vs Sham. 
ROS, espécies reativas de oxigênio; 
AGEs, produtos finais de glicação 
avançada; P5C, pirrolina-5-
carboxilato; OAA, oxaloacetato; α-KG, 
α-cetoglutarato; TCA, ciclo do ácido 
tricarboxílico; SSA, succinato 
semialdeído; I, II, III, IV e V, complexos 
de fosforilação oxidativa mitocondrial 
(I-IV: complexos de cadeia 
respiratória; V: complexo de ATP 
sintase); CK, creatina quinase; Cr, 
creatina; PCr, fosfocreatina; SR, 
retículo sarcoplasmático. A descrição 
detalhada dos nomes das proteínas é 
mostrada na Tabela Suplementar 1. 
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5.5 Efeito do treinamento físico aeróbio sobre o proteoma miocárdico 

5.5.1 Metabolismo energético  

Entre as proteínas diferencialmente expressas, o protocolo de treinamento físico 

foi capaz de modular 10 proteínas, sendo 01 elevada e 09 diminuídas. Elegantemente, o 

exercício aumentou a expressão da Cox4i1, proteína relacionada com a biogênese 

mitocondrial. A hipóxia tecidual é um estimulo importante para as mudanças estruturais 

e funcionais no miocárdio (189). O regulador master da resposta à hipóxia, fator 

induzível por hipóxia (HIF-1α), regula a enzima oxidativa citocromo C-oxidase (COX4), 

dependente de oxigênio, recrutando alternadamente as isoformas COX4-1 (COX4I1) e 

COX4-2 (COX4I2) (190). Em condições de normóxia, a expressão gênica de Cox4i1 está 

aumentada, e a Cox4i2 está reprimida. Alternativamente, sob condições de hipóxia, a 

atividade de HIF-1α é elevada juntamente com uma série de genes, incluindo Cox4i2, 

necessário para a degradação da proteína Cox4i1. Autores propuseram que a troca da 

subunidade COX4 garante a máxima eficiência da respiração sob diferentes condições 

de oxigênio (190). Nossos resultados mostram que o exercício foi efetivo em aumentar 

a expressão da Cox4i1, o que nos leva a crer que houve aumento da oferta de oxigênio 

tecidual. Validando esta concepção, foi realizado a expressão proteica do HIF-1 no 

miocárdio de ratos com EAo, utilizando a mesma metodologia deste trabalho (56), que 

verificou que o exercício diminuiu o regulador máster da hipóxia tecidual causada pela 

sobrecarga pressórica. Estes resultados, na nossa visão, indicam que um dos 

mecanismos da cardioproteção gerada pelo exercício parece estar relacionado com a 

biogênese mitocondrial.  

Interessantemente, tivemos uma diminuição na proteína Oxct1 com o exercício, 

que como descrita no item 5.4.1, está relacionada com o metabolismo energético de 

cetonas. Se trata de uma enzima que regula o catabolismo de corpos cetônicos, que é 

utilizado como substrato energético pelas células para geração de energia. Não 

encontramos estudos, descrevendo como o treinamento modula o seu papel no 

organismo em condição de insuficiência cardíaca. Importante ressaltar, que o uso deste 

substrato energético pelo coração é encontrado no estágio falência cardíaca, e possui 



Página 88  

 

Mota, G. A. F. | 2021 

efeito cardioprotetor (127). Em razão da diminuição da Oxct1 pelo treinamento físico, 

esse tratamento não farmacológico poderia ser deletério para o coração. 

Outra proteína que o exercício modulou negativamente foi a Pgam1, que está 

relacionada com a via glicolítica; especificamente esta enzima catalisa a oitava etapa da 

glicólise, ou seja, catalisa a transferência interna de um grupo fosfato de C-3 para C-2, 

que resulta na conversão de 3-fosfoglicerato em 2-fosfoglicerato (191). Como na fase de 

insuficiência cardíaca há um predomino da via glicolitica em relação aos ácidos graxos, 

a diminuição desta proteína pode indicar uma redução da glicólise miocárdica. 

Interessante destacar, que o exercício não alterou a beta-oxidação. A somatória destes 

achados, diminuição da glicose, diminuição dos corpos cetônicos e manutenção da 

diminuição beta-oxidação, poderia indicar que treinamento físico na condição de 

insuficiência cardíaca grave, não é uma terapêutica indicada. Entretanto, contra este 

raciocínio, é o resultado do ecocardiograma que mostrou, uma melhoria estrutural e 

funcional do ventrículo esquerdo.  

 

5.5.2 Estresse oxidativo e inflamação 

O exercício físico também diminuiu a expressão de proteínas relacionadas a 

processos oxidativos e inflamatórios. A Maoa, como descrito anteriormente é uma 

potente indutora de ROS no coração, sua expressão é aumentada em modelos animais 

com diabetes mellitus e hipertensão arterial, e esta associada a disfunção mitocondrial 

no cenário de insuficiência cardíaca. Nossos resultados evidenciam que o treinamento 

físico, tenta contra regular os danos causados pelo aumento de ROS no coração, 

podendo ser um dos mecanismos de atenuação da disfunção cardíaca. Em concordância 

com os nossos resultados, trabalhos mostram diminuição do estresse oxidativo pelo 

exercício físico (192,193). O Kng1, como referido acima desempenha importante papel 

pró-inflamatório, pró-apoptótico e pró-oxidante (157). O treinamento físico diminuiu o 

nível desta proteína que estava elevada nos animais com EAo; em razão desse resultado 

podemos inferir que deve ter ocorrido uma redução nos processos inflamatório, 

apoptótico e oxidante, que poderiam estarem associados a melhoria estrutural e 

funcional do coração. Diferentes autores mostraram que o treinamento físico atenua o 

estresse o oxidativo e processos inflamatórios ratos com disfunção ventricular (11,194). 

Outra importante proteína que o exercício diminuiu sua expressão é a Hpx, proteína 
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plasmática com maior afinidade de ligação para o Heme. A molécula Heme medeia a 

disponibilidade do ferro e é essencial para inúmeros processos biológicos nos 

organismos aeróbicos. No sistema cardiovascular desempenha papel crucial na defesa 

antioxidante, transdução de sinal, transporte de oxigênio, estocagem de hemoglobina e 

transporte de elétrons mitocondriais (195). Estudos experimentais mostraram que 

elevação dos níveis da proteína Heme estão relacionados com aumento do estresse 

oxidativo e toxicidade em cardiomiócitos em condição de insuficiência cardíaca 

(196,197). Nossos achados mostram que o exercício diminuiu a Hpx que faz o transporte 

da molécula Heme, que de acordo com a literatura está aumentada em animais com 

hipertrofia patológica (196). Estes resultados reforçam nossa hipótese de que o 

treinamento diminui o estresse oxidativo e inflamação em animais com disfunção.  

 

5.5.3 Arquitetura estrutural  

Os achados proteômicos também demonstraram que o exercício diminui 

proteínas relacionadas a arquitetura estrutural do miocárdio, como a Pfn1 e Vim. Como 

descrito anteriormente a Pfn1 é uma proteína de ligação à actina, conservada 

evolutivamente, que exerce função na regulação da dinâmica do citoesqueleto, 

promovendo a polimerização da actina. Além disso, ela está ligada com disfunção 

endotelial e aumento da inflamação. De acordo com o nosso resultado de macroscopia 

post-mortem e ecocardiograma, o exercício foi efetivo em atenuar a remodelação do 

coração, corroborando com os achados moleculares pela proteômica. De fato, vários 

trabalhos evidenciam que o treinamento físico diminui a hipertrofia no coração de 

animais com disfunção cardíaca (194,198,199). A Vim, é uma proteína de filamento 

intermediário do tipo III e participa no suporte e ancoragem das organelas citosólicas 

(200), também foi diminuída pelo exercício físico. Não encontramos trabalhos 

abordando o comportamento da vimentina em animais com sobrecarga pressórica 

submetidos ao exercício físico.  

A Figura 17 mostra a visão geral dos efeitos do exercício sobre o proteoma 

miocárdico de animais com estenose aórtica supravalvar. O nome das proteínas 

codificadas pelos genes está detalhado na Tabela Suplementar 1. 
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Figura 17. Visão geral dos efeitos do  
exercício sobre o proteoma 
miocárdico de ratos com EAo. As 
proteínas identificadas são 
mostradas de acordo com a 
alteração; cor vermelha para 
proteínas reguladas positivamente e 
cor azul para proteínas reguladas 
negativamente no miocárdio de ratos 
EAoTF vs EAo. ROS, espécies reativas 
de oxigênio; AGEs, produtos finais de 
glicação avançada; P5C, pirrolina-5-
carboxilato; OAA, oxaloacetato; α-
KG, α-cetoglutarato; TCA, ciclo do 
ácido tricarboxílico; SSA, succinato 
semialdeído; I, II, III, IV e V, complexos 
de fosforilação oxidativa mitocondrial 
(I-IV: complexos de cadeia 
respiratória; V: complexo de ATP 
sintase); CK, creatina quinase; Cr, 
creatina; PCr, fosfocreatina; SR, 
retículo sarcoplasmático. A descrição 
detalhada dos nomes das proteínas é 
mostrada na Tabela Suplementar 1. 



 

 

Mota, G. A. F. | 2021 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Conclusões 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



Página 92 

 

 

Mota, G. A. F. | 2021 

 
6. CONCLUSÕES  
 

Em conclusão, a análise do proteoma revelou várias proteínas alteradas no 

miocárdio de ratos com disfunção cardíaca por estenose aórtica que estão envolvidas 

em processos biológicos importantes, principalmente no metabolismo energético 

lipídico e glicolítico. Os resultados mostraram que o treinamento físico aeróbio atenua 

o estresse oxidativo, inflamação e melhora o processo da biogênese mitocondrial. Essas 

mudanças podem estar associadas com a atenuação da disfunção cardíaca nos animais 

com EAo. Importante ressaltar que a hipótese deste trabalho foi confirmada em parte, 

pois acreditávamos que a estimulação das vias de sinalização da hipertrofia fisiológica 

pelo exercício contra regularia os estímulos hipertróficos patológicos, atenuando o 

processo de remodelação, o que não foi constatado neste trabalho. Entretanto, 

visualizamos que o treinamento interfere sobre outros geradores determinantes da 

hipertrofia patológica, atenuando o status redox, inflamação e melhorando o estado 

energético mitocondrial. Este estudo nos permitiu compreender melhor os possíveis 

mecanismos relacionados com a cardioproteção gerada pelo exercício físico, 

possibilitando o surgimento de novos alvos terapêuticos. 
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Tabela suplementar 1. Lista de proteínas significativamente alteradas no ventrículo esquerdo dos quatro grupos de ratos estudados identificadas por nLC-
MS / MS livre de marcação. 

Acesso Gene Proteínas 
Peptide 
count 

Unique 
peptides 

Confidence 
score 

Anova (p) Fold change 

B2GV06 Oxct1 Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase 1_ mitochondrial 16 12 108,7203 0 1,8468338 

P14668 Anxa5 Annexin A5 8 5 54,0354 0 1,91954424 

P08503 Acadm Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_ mitochondrial 7 4 40,1395 0 1,54664578 

P38652 Pgm1 Phosphoglucomutase-1 6 3 31,242 0 2,0076146 

Q60587 Hadhb Trifunctional enzyme subunit beta_ mitochondrial 6 3 34,7132 0 2,24596264 

P97541 Hspb6 Heat shock protein beta-6 4 2 30,8315 0 2,23344065 

P25113 Pgam1 Phosphoglycerate mutase 1 8 2 49,6059 0 2,28239556 

Q9WUH4 Fhl1 Four and a half LIM domains 1 3 2 17,6263 0 4,01104148 

P42930 Hspb1 Heat shock 27 kDa protein 9 2 62,0171 0 1,76248095 

Q9WVJ6 Tgm2 Tissue-type transglutaminase 7 5 40,3391 3,3307E-16 25,7243253 

P21396 Maoa Amine oxidase 10 7 61,2467 1,41E-14 2,49629489 

P08934 Kng1 Kininogen-1 8 4 60,1788 5,7176E-14 1,66154325 

Q05962 Slc25a4 ADP/ATP translocase 1 16 3 118,226 1,1846E-13 2,1354716 

P23928 Cryab Alpha-crystallin B chain 9 5 66,4839 1,7664E-13 1,78438145 

Q9WVK7 Hadh Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase_ mitochondrial 14 7 80,0869 2,377E-13 1,93868313 

P17764 Acat1 Acetyl-CoA acetyltransferase_ mitochondrial 8 4 45,705 4,2486E-12 1,43219504 

P20059 Hpx Hemopexin 16 7 97,5956 9,4136E-12 1,68302402 

Q8VHF5 Cs Citrate synthase 16 12 106,1257 1,6847E-11 1,35831874 

P31000 Vim Vimentin 2 2 10,414 2,0462E-11 4,4765551 

O35244 Prdx6 Peroxiredoxin-6 6 5 41,9563 3,3731E-10 2,21996915 

P10860 Glud1 Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial 2 2 10,3705 1,9911E-09 1,48907262 

P62963 Pfn1 Profilin-1 4 2 31,9036 3,7168E-09 2,06801362 

P60711 Actb  Actin_ cytoplasmic 1 16 4 90,3406 3,967E-09 1,56759866 

Q80X08 Washc2c WASH complex subunit 2C 3 2 14,6616 8,1583E-09 1,62467985 

P09605 Ckmt2 Creatine kinase S-type_ mitochondrial 17 3 130,6163 3,4397E-08 4,76313255 

P12928 Pklr Pyruvate kinase 9 6 53,368 3,627E-08 1,51839638 



Página 107 

 

 Mota, G. A. F. | 2021 

Q06647 Atp5po ATP synthase subunit O_ mitochondrial 9 3 75,0336 6,221E-08 1,59080685 

O88767 Park7  Maillard deglycase 6 2 40,2108 3,4109E-07 1,63950639 

Q64428 Hadha Trifunctional enzyme subunit alpha_ mitochondrial 7 5 42,6908 1,2863E-06 2,10042909 

P11884 Aldh2 Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial 18 12 126,8921 1,7567E-06 1,36655255 

P48500 Tpi1 Triosephosphate isomerase 15 4 145,1201 4,6312E-06 1,39552263 

P07483 Fabp3 Fatty acid-binding protein_ heart 15 10 106,7126 4,7241E-06 1,46899052 

P04642 Ldha L-lactate dehydrogenase A chain 23 9 176,1558 6,3395E-06 1,35920312 

P15651 Acads Acetyl-Coenzyme A dehydrogenase_ short chain_ isoform CRA_a 13 7 92,3665 9,8011E-06 1,7052484 

P07335 Ckb Creatine kinase B-type 8 4 53,5509 1,0087E-05 1,55683913 

P02091 Hbb Globin a4 12 2 102,0245 1,7409E-05 1,54471342 

P19511 Atp5pb ATP synthase F(0) complex subunit B1_ mitochondrial 13 6 82,7801 1,7928E-05 1,44309635 

P13437 Acaa2 3-ketoacyl-CoA thiolase_ mitochondrial 16 2 98,3943 2,1562E-05 1,53453231 

Q68FU3 Etfb Electron transfer flavoprotein subunit beta 14 11 103,439 4,3603E-05 1,746159 

P00564 Ckb Creatine kinase 21 11 175,3452 8,6259E-05 1,48194276 

P35704 Prdx2 Peroxiredoxin-2 6 4 39,4749 8,8954E-05 1,18890804 

Q920L2 Sdha 
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit_ 

mitochondrial 
11 5 66,9386 0,0001247 1,26843316 

Q6UPE1 Etfdh Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase 9 6 52,159 0,00013281 1,32965991 

P26284 Pdha1 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha 10 4 66,2299 0,00014066 1,70819197 

Q6P6V0 Gpi Glucose-6-phosphate isomerase 8 4 54,075 0,00014286 2,59714979 

P10888 Cox4i1 Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1_ mitochondrial 10 4 58,038 0,00017771 1,36133458 

P35171 Cox7a2 Cytochrome c oxidase subunit 7A2_ mitochondrial 2 2 12,7214 0,00054313 1,41850943 

Q6TQE1 Zc3h13 Zinc finger CCCH type-containing 13 31 11 151,1769 0,00113087 1,26059113 

Q1JU68 Eif3a Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7 2 30,3207 0,00127554 1,33838549 

P18163 Acsl1 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 4 3 21,2283 0,00130396 1,30557109 

P85834 Tufm Elongation factor Tu_ mitochondrial 14 4 87,0189 0,00228071 1,26001675 

Q3B7T9 Rab11fip1 Rab11 family-interacting protein 1 9 3 46,3672 0,0023289 4,59046005 

P20788 Uqcrfs1 Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske_ mitochondrial 8 7 60,9855 0,00277727 1,37672197 

P06866 Hp Haptoglobin 8 3 42,0109 0,01514054 1,39036009 

P10111 Ppia Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 4 2 19,6262 0,01839108 1,48152377 
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Q6P6R2 Dld Dihydrolipoyl dehydrogenase_ mitochondrial 7 5 43,0429 0,0335166 1,3525604 

P97700 Slc25a11 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein 4 2 21,2324 0,03891878 1,36454258 
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Tabela suplementar 2. Lista de proteínas diferencialmente expressas no ventrículo esquerdo dos quatro grupos de ratos estudados.  
EAoTF vs EAo Upregulated 

Proteínas Sham ShamTF EAo EAoTF 

Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1_ mitochondrial 5126 ± 1078 5720 ± 1430 4003 ± 474 p=0,07 5502 ± 1747# 

EAoTF vs EAo Downregulated 

Proteínas Sham ShamTF EAo EAoTF 

Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase 1_ mitochondrial 1549 ± 274 1692 ± 396 2862 ± 335* 2418 ± 404#& 

Phosphoglycerate mutase 1 391 ± 73 394 ± 103 894 ± 243* 685 ± 101#& 

Amine oxidase 681 ± 165 696 ± 358 1700 ± 445* 1261 ± 367#& 

Kininogen-1 870 ± 76 804 ± 79 1336 ± 364* 973 ± 177# 

Hemopexin 1149 ± 191 1054 ± 226 1774 ± 515* 1350 ± 346# 

Vimentin 59 ± 30 70 ± 34 263 ± 131* 139 ± 79# 

Peroxiredoxin-6 193 ± 40 229 ± 78 476 ± 169* 324 ± 121# 

Profilin-1 435 ± 111 403 ± 47 901 ± 244* 705 ± 159#& 

Haptoglobin 416 ± 143 370 ± 99 440 ± 160 316 ± 79# 
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Eao vs Sham Upregulated 

Proteínas Sham ShamTF EAo EAoTF 

Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase 1_ mitochondrial 1549 ± 274 1692 ± 396 2862 ± 335* 2418 ± 404#& 

Annexin A5 399 ± 67 493 ± 122 766 ± 166* 744 ± 132& 

Phosphoglucomutase-1 301 ± 67 404 ± 88§ 610 ± 97* 573 ± 101& 

Heat shock protein beta-6 1036 ± 321 1247 ± 434 1951 ± 531* 2315 ± 741& 

Phosphoglycerate mutase 1 391 ± 73 394 ± 103 894 ± 243* 685 ± 101#& 

Four and a half LIM domains 1 153 ± 59 145 ± 28 582 ± 126* 505 ± 209& 

Heat shock 27 kDa protein 1141 ± 158 1144 ± 295 1828 ± 381* 2010 ± 412& 

Tissue-type transglutaminase 33 ± 31 12 ± 14 274 ± 230* 201 ± 160& 

Amine oxidase 681 ± 165 696 ± 358 1700 ± 445* 1261 ± 367#& 

Kininogen-1 870 ± 76 804 ± 79 1336 ± 364* 973 ± 177# 

Alpha-crystallin B chain 1948 ± 357 2359 ± 501 3475 ± 1077* 3437 ± 782& 

Hemopexin 1149 ± 191 1054 ± 226 1774 ± 515* 1350 ± 346# 

Vimentin 59 ± 30 70 ± 34 263 ± 131* 139 ± 79# 

Peroxiredoxin-6 193 ± 40 229 ± 78 476 ± 169* 324 ± 121# 

Profilin-1 435 ± 111 403 ± 47 901 ± 244* 705 ± 159#& 

Pyruvate kinase expressao 1217 ± 336 1318 ± 486 1788 ± 309* 1848 ± 433& 

Maillard deglycase 391 ± 111 438 ± 175 641 ± 124* 548 ± 112 

Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial 3521 ± 886 3447 ± 1061 4711 ± 782* 3854 ± 793 
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Triosephosphate isomerase 3592 ± 1199 3959 ± 1560 5013 ± 1029* 4816 ± 1256 

L-lactate dehydrogenase A chain atividade 3732 ± 584 3962 ± 1555 5073 ± 1054* 4658 ± 890 

Creatine kinase B-type 3228 ± 1131 2763 ± 634 4302 ± 958* 4051 ± 1749& 

Peroxiredoxin-2 1124 ± 123 1134 ± 249 1337 ± 178* 1293 ± 187 

Glucose-6-phosphate isomerase 76 (59; 698) 226 (42; 528) 662 (501; 1235)* 322 (94; 691) 

Zinc finger CCCH type-containing 13 2791 ± 467 3019 ± 669 3518 ± 609* 3163 ± 639 

Elongation factor Tu_ mitochondrial 259 ± 61 261 ± 60 327 ± 35* 290 ± 76 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 205 ± 47 194 ± 57 288 ± 86* 264 ± 128 

EAo vs Sham Downregulated 

Proteínas Sham ShamTF EAo EAoTF 

Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_ mitochondrial - mcad 476 ± 66 492 ± 83 318 ± 61* 344 ± 53& 

Trifunctional enzyme subunit beta_ mitochondrial 1158 ± 334 1115 ± 378 515 ± 110* 715 ± 251& 

ADP/ATP translocase 1 3994 ± 1490 3611 ± 1145 1702 ± 302* 2339 ± 1187& 

Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase_ mitochondrial - bhad 3781 (3530; 4822) 3811 (3010; 4735) 2243 (2054; 2449)* 2327 (1844; 3269) 

Acetyl-CoA acetyltransferase_ mitochondrial 432 ± 57 383 ± 38§ 321 ± 43* 301 ± 55& 

Citrate synthase 2536 ± 289 2616 ± 521 1926 ± 165* 2132 ± 271& 

Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial 571 ± 137 595 ± 189 400 ± 45* 441 ± 51& 

Actin_ cytoplasmic 1 482 ± 128 436 ± 86 351 ± 51* 307 ± 52,3& 

WASH complex subunit 2C 563 ± 86 544 ± 139 346 ± 71* 393 ± 43& 

Creatine kinase S-type_ mitochondrial 357 ± 172 267 ± 100 75 ± 40* 92 ± 44& 
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ATP synthase subunit O_ mitochondrial 6507 ± 2121 6560 ± 1901 4124 ± 891* 5210 ± 2061 

Trifunctional enzyme subunit alpha_ mitochondrial 1205 ± 346 1089 ± 258 573 ± 146* 706 ± 302& 

Fatty acid-binding protein_ heart 7848 ± 1757 7015 ± 2624 5342 ± 1130* 6413 ± 1417 

Acetyl-Coenzyme A dehydrogenase_ short chain_ isoform CRA_a 2207 ± 616 2323 ± 1028 1512 ± 315* 1773 ± 970 

Globin a4 1674 ± 645 1486 ± 456 1084 ± 357* 1152 ± 337 

ATP synthase F(0) complex subunit B1_ mitochondrial 1597 ± 546 1371 ± 290 1126 ± 247* 1107 ± 299 

Electron transfer flavoprotein subunit beta 5134 ± 1173 5234 ± 2184 3518 ± 711* 4459 ± 1264 

Creatine kinase 15556 ± 4161 16836 ± 6825 11360 ± 1572* 13844 ± 4327 

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit_ mitochondrial 1077 ± 204 1027 ± 190 849 ± 172* 912 ± 136 

Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase 694 ± 121 663 ± 138 521 ± 114* 547 ± 125& 

Cytochrome c oxidase subunit 7A2_ mitochondrial 1956 ± 648 1911 ± 684 1312 ± 147* 1541 ± 534 

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 1577 ± 238 1487 ± 422 1209 ± 93* 1151 ± 106& 

Rab11 family-interacting protein 1 1364 ± 1193 1551 ± 1414 165 ± 68* 913 ± 954 

Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske_ mitochondrial 798 ± 210 688 ± 125 580 ± 192* 582 ± 235 

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10_ 

mitochondrial 
1543 ± 572 1305 ± 213 1185 ± 331* 1042 ± 257 

Dihydrolipoyl dehydrogenase_ mitochondrial 1016 ± 394 985 ± 298 680 ± 92* 822 ± 266 
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EAoTF vs ShamTF Upregulated 

Proteínas Sham ShamTF EAo EAoTF 

Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase 1_ mitochondrial 1549 ± 274 1692 ± 396 2862 ± 335* 2418 ± 404#& 

Annexin A5 399 ± 67 493 ± 122 766 ± 166* 744 ± 132& 

Heat shock protein beta-6 1036 ± 321 1247 ± 434 1951 ± 531* 2315 ± 741& 

Phosphoglycerate mutase 1 391 ± 73 394 ± 103 894 ± 243* 685 ± 101#& 

Four and a half LIM domains 1 153 ± 59 145 ± 28 582 ± 126* 505 ± 209& 

Heat shock 27 kDa protein 1141 ± 158 1144 ± 295 1828 ± 381* 2010 ± 412& 

Tissue-type transglutaminase 33 ± 31 12 ± 14 274 ± 230* 201 ± 160& 

Amine oxidase 681 ± 165 696 ± 358 1700 ± 445* 1261 ± 367#& 

Alpha-crystallin B chain 1948 ± 357 2359 ± 501 3475 ± 1077* 3437 ± 782& 

Profilin-1 435 ± 111 403 ± 47 901 ± 244* 705 ± 159#& 

Pyruvate kinase 1217 ± 336 1318 ± 486 1788 ± 309* 1848 ± 433& 

Creatine kinase B-type 3228 ± 1131 2763 ± 634 4302 ± 958* 4051 ± 1749& 

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A 494 ± 187 447 ± 169 539 ± 96 598 ± 188& 

EAoTF vs ShamTF Downregulated 

Proteínas Sham ShamTF EAo EAoTF 

Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_ mitochondrial 476 ± 66 492 ± 83 318 ± 61* 344 ± 53& 

Phosphoglucomutase-1 301 ± 67 404 ± 88§ 610 ± 97* 573 ± 101& 

Trifunctional enzyme subunit beta_ mitochondrial 1158 ± 334 1115 ± 378 515 ± 110* 715 ± 251& 
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ADP/ATP translocase 1 3994 ± 1490 3611 ± 1145 1702 ± 302* 2339 ± 1187& 

Acetyl-CoA acetyltransferase_ mitochondrial 432 ± 57 383 ± 38§ 321 ± 43* 301 ± 55& 

Citrate synthase 2536 ± 289 2616 ± 521 1926 ± 165* 2132 ± 271& 

Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial 571 ± 137 595 ± 189 400 ± 45* 441 ± 51& 

Actin_ cytoplasmic 1 482 ± 128 436 ± 86 351 ± 51* 307 ± 52,3& 

WASH complex subunit 2C 563 ± 86 544 ± 139 346 ± 71* 393 ± 43& 

Creatine kinase S-type_ mitochondrial 357 ± 172 267 ± 100 75 ± 40* 92 ± 44& 

Trifunctional enzyme subunit alpha_ mitochondrial 1205 ± 346 1089 ± 258 573 ± 146* 706 ± 302& 

3-ketoacyl-CoA thiolase_ mitochondrial 976 ± 283 1215 ± 463 792 ± 219 872 ± 307& 

Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase 694 ± 121 663 ± 138 521 ± 114* 547 ± 125& 

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha 227 ± 50 193 ± 73 184 ± 51 133 ± 60& 

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 1577 ± 238 1487 ± 422 1209 ± 93* 1151 ± 106& 

Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein 396 ± 57 413 ± 133 351 ± 110 313 ± 90& 

ShamTF vs Sham Upregulated  

Proteínas Sham ShamTF EAo EAoTF 

Phosphoglucomutase-1 301 ± 67 404 ± 88§ 610 ± 97* 573 ± 101& 

ShamTF vs Sham Downregulated  

Proteínas Sham ShamTF EAo EAoTF 

Acetyl-CoA acetyltransferase_ mitochondrial 432 ± 57 383 ± 38§ 321 ± 43* 301 ± 55& 
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Sham: controle sedentário; ShamTF: controle exercitado; EAo: estenose aórtica sedentário; EAoTF: estenose aórtica exercitado (n= 10 por grupo). ANOVA 

para esquema de dois fatores independentes complementada com Bonferroni (paramétrico) ou Kruskal-Wallis complementado com Dunn (não 

paramétrico). Dados expressos em média ± desvio padrão. Dados expressos em mediana e percentis 25 e 75. p<0,05. *: EAo vs Sham; #: EAoTF vs EAo; &: 

EAoTF vs ShamTF. §: ShamTF vs Sham. 
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Tabela suplementar 3.  Termos Ontológicos Up-regulados no coração de ratos do grupo EAo vs Sham 
ID GO Processos biológicos 

GO:0015886 Heme transport 

GO:0033864 Positive regulation of NAD(P)H oxidase activity 

GO:1901671 Positive regulation of superoxide dismutase activity 

GO:0043403 Skeletal muscle tissue regeneration 

GO:0045103 Intermediate filament-based process 

GO:0045730 Respiratory burst 

GO:0032060 Bleb assembly 

GO:0042098 T cell proliferation 

GO:0071480 Cellular response to gamma radiation 

GO:0035994 Response to muscle stretch 

GO:0051707 Response to other organism 

GO:0007584 Response to nutrient 

GO:0001666 Response to hypoxia 

GO:0033280 Response to vitamin D 

GO:0071222 Cellular response to lipopolysaccharide 

GO:0031668 Cellular response to extracellular stimulus 

GO:0001963 Cynaptic transmission, dopaminergic 

GO:0061077 Chaperone-mediated protein folding 

GO:0020027 Hemoglobin metabolic process 

GO:0019674 NAD metabolic process 

GO:0006094 Gluconeogenesis 

GO:0005975 Carbohydrate metabolic process 

GO:0042168 Heme metabolic process 

GO:0045069 Regulation of viral genome replication 

GO:0050434 Positive regulation of viral transcription 

GO:0030644 Cellular chloride ion homeostasis 

GO:1905516 Positive regulation of fertilization 

GO:0006110 Regulation of glycolytic process 

GO:0042177 Negative regulation of protein catabolic process 

GO:0032435 Negative regulation of proteasomal ubiquitin-dependent protein catabolic process 

GO:0060765 Regulation of androgen receptor signaling pathway 

GO:0046314 Phosphocreatine biosynthetic process 

GO:0000413 Protein peptidyl-prolyl isomerization 

GO:0071284 Cellular response to lead ion 

GO:0010941 Regulation of cell death 

GO:0006937 Regulation of muscle contraction 

GO:0060252 Positive regulation of glial cell proliferation 

GO:0050819 Negative regulation of coagulation 

GO:0010634 Positive regulation of epithelial cell migration 

GO:0045581 Negative regulation of T cell differentiation 

GO:0030194 Positive regulation of blood coagulation 

GO:0030195 Negative regulation of blood coagulation 

GO:2000134 Negative regulation of G1/S transition of mitotic cell cycle 

GO:0010629 Negative regulation of gene expression 

GO:0010972 Negative regulation of G2/M transition of mitotic cell cycle 

GO:0050770 Regulation of axonogenesis 

GO:0032233 Positive regulation of actin filament bundle assembly 

GO:0035065 Regulation of histone acetylation 

GO:0030308 Negative regulation of cell growth 

GO:0033234 Negative regulation of protein sumoylation 

GO:0031333 Negative regulation of protein-containing complex assembly 
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GO:1900029 Positive regulation of ruffle assembly 

GO:0051444 Negative regulation of ubiquitin-protein transferase activity 

GO:0051497 Negative regulation of stress fiber assembly 

GO:0030833 Regulation of actin filament polymerization 

GO:0032232 Negative regulation of actin filament bundle assembly 

GO:0030837 Negative regulation of actin filament polymerization 

GO:0098885 Modification of postsynaptic actin cytoskeleton 

GO:0060074 Synapse maturation 

GO:0045109 Intermediate filament organization 

GO:0008154 Actin polymerization or depolymerization 

GO:0006979 Response to oxidative stress 

GO:0033554 Cellular response to stress 

GO:0097066 Response to thyroid hormone 

GO:0051246 Regulation of protein metabolic process 

GO:0046475 Glycerophospholipid catabolic process 

GO:0006414 Translational elongation 

GO:0060081 Membrane hyperpolarization 

GO:0051899 Membrane depolarization 

GO:0051881 Regulation of mitochondrial membrane potential 

GO:0003254 Regulation of membrane depolarization 

GO:0006517 Protein deglycosylation 

GO:0042866 Pyruvate biosynthetic process 

GO:0051156 Glucose 6-phosphate metabolic process 

GO:0032967 Positive regulation of collagen biosynthetic process 

GO:0021762 Substantia nigra development 

GO:0060020 Bergmann glial cell differentiation 

GO:0014002 Astrocyte development 

GO:1901016 Regulation of potassium ion transmembrane transporter activity 

GO:1900182 Positive regulation of protein localization to nucleus 

GO:0046826 Negative regulation of protein export from nucleus 

GO:0032387 Negative regulation of intracellular transport 

GO:0043268 Positive regulation of potassium ion transport 

GO:0042493 Response to drug 

GO:0010033 Response to organic substance 

GO:0034599 Cellular response to oxidative stress 

GO:0000302 Response to reactive oxygen species 

GO:0019430 Removal of superoxide radicals 

GO:0007021 Tubulin complex assembly 

GO:0050821 Protein stabilization 

GO:0042744 Hydrogen peroxide catabolic process 

GO:0042743 Hydrogen peroxide metabolic process 

GO:0010667 Negative regulation of cardiac muscle cell apoptotic process 

GO:1902236 Negative regulation of endoplasmic reticulum stress-induced intrinsic apoptotic signaling pathway 

GO:0043524 Negative regulation of neuron apoptotic process 

GO:1903202 Negative regulation of oxidative stress-induced cell death 

GO:0043154 Negative regulation of cysteine-type endopeptidase activity involved in apoptotic process 

GO:2001237 Negative regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway 

GO:2001268 Negative regulation of cysteine-type endopeptidase activity in apoptotic signaling pathway 

GO:2001240 Negative regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway in absence of ligand 

GO:1903206 Negative regulation of hydrogen peroxide-induced cell death 

GO:1903204 Negative regulation of oxidative stress-induced neuron death 

GO:0043523 Negulation of neuron apoptotic process 

GO:1903208 Negative regulation of hydrogen peroxide-induced neuron death 
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GO:0060561 Apoptotic process involved in morphogenesis 

GO:0006089 Lactate metabolic process 

GO:0019563 Glycerol catabolic process 

GO:0042311 Vasodilation 

GO:0048026 Positive regulation of mRNA splicing, via spliceosome 

GO:0051054 Positive regulation of DNA metabolic process 

GO:0002639 Positive regulation of immunoglobulin production 

GO:0060335 Positive regulation of interferon-gamma-mediated signaling pathway 

GO:0031665 Negative regulation of lipopolysaccharide-mediated signaling pathway 

GO:0002925 Positive regulation of humoral immune response mediated by circulating immunoglobulin 

GO:0043488 Regulation of mRNA stability 

GO:0051403 Stress-activated MAPK cascade 

GO:0046697 Decidualization 

GO:0070307 Lens fiber cell development 

GO:0060612 Adipose tissue development 

GO:0001707 Mesoderm formation 

GO:0007517 Muscle organ development 

GO:0007568 Aging 

GO:0006754 ATP biosynthetic process 

GO:0006096 Glycolytic process 

GO:1903428 Positive regulation of reactive oxygen species biosynthetic process 

GO:2000378 negative regulation of reactive oxygen species metabolic process 

GO:1903427 negative regulation of reactive oxygen species biosynthetic process 

GO:0007596 Blood coagulation 

GO:0010269 Response to selenium ion 

GO:0010038 Response to metal ion 

GO:0010273 Detoxification of copper ion 

GO:0010226 Response to lithium ion 

GO:0042542 Response to hydrogen peroxide 

GO:0010259 Multicellular organism aging 

GO:0071872 Cellular response to epinephrine stimulus 

GO:0071225 Cellular response to muramyl dipeptide 

GO:0032355 Response to estradiol 

GO:0051591 Response to cAMP 

GO:0097211 Cellular response to gonadotropin-releasing hormone 

GO:0033198 Response to ATP 

GO:0048872 Homeostasis of number of cells 

GO:0034101 Erythrocyte homeostasis 

GO:0042593 Glucose homeostasis 

GO:0045454 Cell redox homeostasis 

GO:2000679 Positive regulation of transcription regulatory region DNA binding 

GO:0045471 Response to ethanol 

GO:0009749 Response to glucose 

GO:0110095 Cellular detoxification of aldehyde 

GO:0098869 Cellular oxidant detoxification 

  

ID GO Função molecular 

GO:0005198 Structural molecule activity 

GO:0005212 Structural constituent of eye lens 

GO:0005388 P-type calcium transporter activity 

GO:0015232 Heme transmembrane transporter activity 

GO:0016853 Isomerase activity 

GO:1903136 Cuprous ion binding 

GO:0016209 Antioxidant activity 
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GO:0008379 Thioredoxin peroxidase activity 

GO:0004602 Glutathione peroxidase activity 

GO:0004601 Peroxidase activity 

GO:0047499 Calcium-independent phospholipase A2 activity 

GO:0102568 Phospholipase A2 activity consuming 1,2-dioleoylphosphatidylethanolamine) 

GO:0102567 Phospholipase A2 activity (consuming 1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine) 

GO:0000774 Adenyl-nucleotide exchange factor activity 

GO:0070064 Proline-rich region binding 

GO:0003755 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity 

GO:0016684 Oxidoreductase activity, acting on peroxide as acceptor 

GO:0004111 Creatine kinase activity 

GO:0005515 Protein binding 

GO:0030955 Potassium ion binding 

GO:0048029 Monosaccharide binding 

GO:0000287 Magnesium ion binding 

GO:0044388 Small protein activating enzyme binding 

GO:0003746 Translation elongation factor activity 

GO:0050681 Androgen receptor binding 

GO:0042169 SH2 domain binding 

GO:0097110 Scaffold protein binding 

GO:0001784 Phosphotyrosine residue binding 

GO:0004707 MAP kinase activity 

GO:0003785 Actin monomer binding 

GO:0019955 Cytokine binding 

GO:0042802 Identical protein binding 

GO:0051082 Unfolded protein binding 

GO:0016301 Kinase activity 

GO:1990381 Ubiquitin-specific protease binding 

GO:0044390 Ubiquitin-like protein conjugating enzyme binding 

GO:0031625 Ubiquitin protein ligase binding 

GO:0019900 Kinase binding 

GO:0031267 Small GTPase binding 

GO:0042803 Protein homodimerization activity 

  

ID GO Componente celular 

GO:0005844 Polysome 

GO:0061827 Sperm head 

GO:0044297 Cell body 

GO:0043204 Perikaryon 

GO:0042995 Cell projection 

GO:0043005 Neuron projection 

GO:0035686 Sperm fibrous sheath 

GO:0060170 Ciliary membrane 

GO:0030424 Axon 

GO:0045202 Synapse 

GO:0098688 Parallel fiber to Purkinje cell synapse 

GO:0098793 Presynapse 

GO:0005829 Cytosol 

GO:0005737 Cytoplasm 

GO:0005739 Mitochondrion 

GO:0005856 Cytoskeleton 

GO:0005759 Mitochondrial matrix 

GO:0032432 Actin filament bundle 
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GO:0045098 Type III intermediate filament 

GO:0043292 Contractile fiber 

GO:0097512 Cardiac myofibril 

GO:0031430 M band 

GO:0030018 Z disc 

GO:0031674 I band 

GO:0005634 Nucleus 

 
 

Tabela suplementar 3. Termos Ontológicos Down-regulados no coração de ratos do grupo EAo vs Sham 
ID GO Processos biológicos 

GO:0001738 Morphogenesis of a polarized epithelium 

GO:0007369 Gastrulation 

GO:0060612 Adipose tissue development 

GO:0055007 Cardiac muscle cell differentiation 

GO:0002082 Regulation of oxidative phosphorylation 

GO:0015671 Oxygen transport 

GO:0070293 Rrenal absorption 

GO:0106077 Histone succinylation 

GO:0071257 Cellular response to electrical stimulus 

GO:0097250 Mitochondrial respirasome assembly 

GO:0008637 Apoptotic mitochondrial changes 

GO:0042744 Hydrogen peroxide catabolic process 

GO:0035965 Cardiolipin acyl-chain remodeling 

GO:0006101 Citrate metabolic process 

GO:0022900 Electron transport chain 

GO:0006120 Mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone 

GO:0005978 Glycogen biosynthetic process 

GO:0015986 ATP synthesis coupled proton transport 

GO:0022904 Respiratory electron transport chain 

GO:0042776 Mitochondrial ATP synthesis coupled proton transport 

GO:0006099 Tricarboxylic acid cycle 

GO:0006122 Mitochondrial electron transport, ubiquinol to cytochrome c 

GO:0006119 Oxidative phosphorylation 

GO:0006754 ATP biosynthetic process 

GO:0009437 Carnitine metabolic process 

GO:0045329 Carnitine biosynthetic process 

GO:0050434 Positive regulation of viral transcription 

GO:0055091 Phospholipid homeostasis 

GO:0010667 Negative regulation of cardiac muscle cell apoptotic process 

GO:0060546 Negative regulation of necroptotic process 

GO:1900024 Regulation of substrate adhesion-dependent cell spreading 

GO:1903076 Regulation of protein localization to plasma membrane 

GO:0022898 Regulation of transmembrane transporter activity 

GO:0034201 Response to oleic acid 

GO:0045176 Apical protein localization 

GO:0045055 Regulated exocytosis 

GO:0032456 Endocytic recycling 

GO:0015867 ATP transport 

GO:0006111 Regulation of gluconeogenesis 

GO:0042594 Response to starvation 

GO:0007584 Response to nutrient 

GO:0098885 Modification of postsynaptic actin cytoskeleton 
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GO:0034333 Adherens junction assembly 

GO:0098974 Postsynaptic actin cytoskeleton organization 

GO:0048870 Cell motility 

GO:0000079 Regulation of cyclin-dependent protein serine/threonine kinase activity 

GO:0006105 Succinate metabolic process 

GO:0035338 Long-chain fatty-acyl-CoA biosynthetic process 

GO:0006084 Acetyl-CoA metabolic process 

GO:0015937 Coenzyme A biosynthetic process 

GO:0006086 Acetyl-CoA biosynthetic process from pyruvate 

GO:0006085 Acetyl-CoA biosynthetic process 

GO:0010044 Response to aluminum ion 

GO:0046688 Response to copper ion 

GO:0051791 Medium-chain fatty acid metabolic process 

GO:0006541 Glutamine metabolic process 

GO:0008154 Actin polymerization or depolymerization 

GO:0036010 Protein localization to endosome 

GO:0070527 Platelet aggregation 

GO:0015909 Long-chain fatty acid transport 

GO:0015908 Fatty acid transport 

GO:0044539 Long-chain fatty acid import into cell 

GO:0042493 Response to drug 

GO:0010033 Response to organic substance 

GO:0009725 Response to hormone 

GO:0051384 Response to glucocorticoid 

GO:0032868 Response to insulin 

GO:0021762 Substantia nigra development 

GO:0033211 Adiponectin-activated signaling pathway 

GO:0051054 Positive regulation of DNA metabolic process 

GO:0051793 Medium-chain fatty acid catabolic process 

GO:0006635 Fatty acid beta-oxidation 

GO:0033539 Fatty acid beta-oxidation using acyl-CoA dehydrogenase 

GO:0061051 Positive regulation of cell growth involved in cardiac muscle cell development 

GO:0120162 Positive regulation of cold-induced thermogenesis 

GO:1900029 Positive regulation of ruffle assembly 

GO:0051497 Negative regulation of stress fiber assembly 

GO:0030833 Regulation of actin filament polymerization 

GO:0032232 Negative regulation of actin filament bundle assembly 

GO:0032233 Positive regulation of actin filament bundle assembly 

GO:0030837 Negative regulation of actin filament polymerization 

GO:0008610 Lipid biosynthetic process 

GO:0019432 Triglyceride biosynthetic process 

GO:0006631 Fatty acid metabolic process 

GO:0048240 Sperm capacitation 

GO:0060074 Synapse maturation 

GO:0042178 Xenobiotic catabolic process 

GO:0001889 Liver development 

GO:0048821 Erythrocyte development 

GO:0001895 Retina homeostasis 

GO:0046314 Phosphocreatine biosynthetic process 

GO:0006107 Oxaloacetate metabolic process 

GO:0006103 2-oxoglutarate metabolic process 

GO:0000038 Very long-chain fatty acid metabolic process 

GO:0001676 Long-chain fatty acid metabolic process 
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ID GO Função molecular 

GO:0004300 Enoyl-CoA hydratase activity 

GO:0005344 Oxygen carrier activity 

GO:0098973 Structural constituent of postsynaptic actin cytoskeleton 

GO:1905394 Retromer complex binding 

GO:0102391 Decanoate-CoA ligase activity 

GO:0004467 Long-chain fatty acid-CoA ligase activity 

GO:0047676 Arachidonate-CoA ligase activity 

GO:0003857 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase activity 

GO:0003988 Acetyl-CoA C-acyltransferase activity 

GO:0031720 Haptoglobin binding 

GO:0016853 Isomerase activity 

GO:0051537 2 iron, 2 sulfur cluster binding 

GO:0010314 Phosphatidylinositol-5-phosphate binding 

GO:0070273 Phosphatidylinositol-4-phosphate binding 

GO:0080025 Phosphatidylinositol-3,5-bisphosphate binding 

GO:0005546 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate binding 

GO:0030955 Potassium ion binding 

GO:0019825 Oxygen binding 

GO:0044877 Protein-containing complex binding 

GO:0016491 Oxidoreductase activity 

GO:0043325 Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate binding 

GO:0070728 Leucine binding 

GO:0036041 Long-chain fatty acid binding 

GO:0004111 Creatine kinase activity 

GO:0000062 Fatty-acyl-CoA binding 

GO:0005324 Long-chain fatty acid transporter activity 

GO:0034604 Pyruvate dehydrogenase (NAD+) activity 

GO:0043177 Organic acid binding 

GO:0000774 Adenyl-nucleotide exchange factor activity 

GO:0051287 NAD binding 

GO:0070403 NAD+ binding 

GO:0003995 Acyl-CoA dehydrogenase activity 

GO:0030957 Tat protein binding 

GO:0030492 Hemoglobin binding 

GO:0070064 Proline-rich region binding 

GO:0050998 Nitric-oxide synthase binding 

GO:0031267 Small GTPase binding 

GO:0050660 Flavin adenine dinucleotide binding 

GO:0004601 Peroxidase activity 

GO:0003785 Actin monomer binding 

GO:0005347 ATP transmembrane transporter activity 

GO:0009055 Electron transfer activity 

GO:0008137 NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity 

GO:0004129 Cytochrome-c oxidase activity 

GO:0019899 Enzyme binding 

GO:0046933 Proton-transporting ATP synthase activity, rotational mechanism 

  

ID GO Componente celular 

GO:0031838 Haptoglobin-hemoglobin complex 

GO:0097433 Dense body 

GO:0044305 Calyx of Held 
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GO:0043159 Acrosomal matrix 

GO:0002102 Podosome 

GO:0098871 Postsynaptic actin cytoskeleton 

GO:0016528 Sarcoplasm 

GO:0005833 Hemoglobin complex 

GO:0005739 Mitochondrion 

GO:0071203 WASH complex 

GO:0045254 Pyruvate dehydrogenase complex 

GO:0045252 Oxoglutarate dehydrogenase complex 

GO:0045261 Proton-transporting ATP synthase complex, catalytic core F(1) 

GO:0000276 Mitochondrial proton-transporting ATP synthase complex, coupling factor F(o) 

GO:0005753 Mitochondrial proton-transporting ATP synthase complex 

GO:0030670 Phagocytic vesicle membrane 

GO:0035267 NuA4 histone acetyltransferase complex 

GO:0005759 Mitochondrial matrix 

GO:0032592 Integral component of mitochondrial membrane 

GO:0005741 Mitochondrial outer membrane 

GO:0005746 Mitochondrial respirasome 

GO:0005751 Mitochondrial respiratory chain complex IV 

GO:0005743 Mitochondrial inner membrane 

GO:0005750 Mitochondrial respiratory chain complex III 

GO:0031966 Mitochondrial membrane 

GO:0042645 Mitochondrial nucleoid 

GO:0030863 Cortical cytoskeleton 

GO:0098688 Parallel fiber to Purkinje cell synapse 

GO:0098685 Schaffer collateral - CA1 synapse 

GO:0070160 Tight junction 

GO:0043296 Apical junction complex 
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Tabela suplementar 3.  Termos Ontológicos Up-regulados no coração de ratos do grupo EAoTF vs EAo 
ID GO Processos biológicos 

GO:0007584 Response to nutrient 

GO:1902600 Proton transmembrane transport 

GO:0006123 Mitochondrial electron transport, cytochrome c to oxygen 

  

 Função molecular 

GO:0005751 Mitochondrial respiratory chain complex IV 

GO:0031966 Mitochondrial membrane 

GO:0005743 Mitochondrial inner membrane 

  

 Componente celular 

GO:0004129 Cytochrome-c oxidase activity 

 
 
 
 

 
Tabela suplementar 3.  Termos Ontológicos Down-regulados no coração de ratos do grupo EAoTF vs EAo. 

ID GO Processos biológicos 

GO:0002376 Immune system process 

GO:0007568 Aging 

GO:0014823 Response to activity 

GO:0015886 Heme transport 

GO:0045103 Intermediate filament-based process 

GO:0045730 Respiratory burst 

GO:0051354 Negative regulation of oxidoreductase activity 

GO:0032060 Bleb assembly 

GO:0031638 Zymogen activation 

GO:0046475 Glycerophospholipid catabolic process 

GO:0050434 Positive regulation of viral transcription 

GO:0042168 Heme metabolic process 

GO:0006110 Regulation of glycolytic process 

GO:0042531 Positive regulation of tyrosine phosphorylation of STAT protein 

GO:0045727 Positive regulation of translation 

GO:0043488 Regulation of mRNA stability 

GO:0048026 Positive regulation of mRNA splicing, via spliceosome 

GO:0020027 Hemoglobin metabolic process 

GO:0006879 Cellular iron ion homeostasis 

GO:0045454 Cell redox homeostasis 

GO:0050770 Regulation of axonogenesis 

GO:1900029 Positive regulation of ruffle assembly 

GO:0010977 Negative regulation of neuron projection development 

GO:0010269 Response to selenium ion 

GO:0051602 Response to electrical stimulus 

GO:0009314 Response to radiation 

GO:0010165 Response to X-ray 

GO:0009408 Response to heat 

GO:0002526 Acute inflammatory response 

GO:0071346 Cellular response to interferon-gamma 

GO:0071363 Cellular response to growth factor stimulus 

GO:0009725 Response to hormone 

GO:0006953 Acute-phase response 
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GO:0044344 Cellular response to fibroblast growth factor stimulus 

GO:0060395 SMAD protein signal transduction 

GO:0007219 Notch signaling pathway 

GO:0098885 Modification of postsynaptic actin cytoskeleton 

GO:0060074 Synapse maturation 

GO:0045109 Intermediate filament organization 

GO:0008154 Actin polymerization or depolymerization 

GO:0033590 Response to cobalamin 

GO:0042594 Response to starvation 

GO:0033591 Response to L-ascorbic acid 

GO:0033280 Response to vitamin D 

GO:0051246 Regulation of protein metabolic process 

GO:0002925 Positive regulation of humoral immune response mediated by circulating immunoglobulin 

GO:0060335 Positive regulation of interferon-gamma-mediated signaling pathway 

GO:0002639 Positive regulation of immunoglobulin production 

GO:0042493 Response to drug 

GO:0010033 Response to organic substance 

GO:0098869 Cellular oxidant detoxification 

GO:0032967 Positive regulation of collagen biosynthetic process 

GO:0032781 Positive regulation of ATPase activity 

GO:0042744 Hydrogen peroxide catabolic process 

GO:0010634 Positive regulation of epithelial cell migration 

GO:0010942 Positive regulation of cell death 

GO:0051054 Positive regulation of DNA metabolic process 

GO:0035774 Positive regulation of insulin secretion involved in cellular response to glucose stimulus 

GO:0060252 Positive regulation of glial cell proliferation 

GO:0042311 Vasodilation 

GO:0046697 Decidualization 

GO:0070307 Lens fiber cell development 

GO:0060612 Adipose tissue development 

GO:0001843 Neural tube closure 

GO:0043403 Skeletal muscle tissue regeneration 

GO:0031100 Animal organ regeneration 

GO:0006096 Glycolytic process 

GO:0045444 Fat cell differentiation 

GO:0060020 Bergmann glial cell differentiation 

GO:0014002 Astrocyte development 

GO:0007596 Blood coagulation 

GO:0071225 Cellular response to muramyl dipeptide 

GO:0000302 Response to reactive oxygen species 

GO:0042542 Response to hydrogen peroxide 

GO:0060416 Response to growth hormone 

GO:0010288 Response to lead ion 

GO:0032026 Response to magnesium ion 

GO:0010043 Response to zinc ion 

GO:0051497 Negative regulation of stress fiber assembly 

GO:0030833 Regulation of actin filament polymerization 

GO:0032232 Negative regulation of actin filament bundle assembly 

GO:0032233 Positive regulation of actin filament bundle assembly 

GO:0051496 Positive regulation of stress fiber assembly 

GO:0030837 Negative regulation of actin filament polymerization 

GO:0030838 Positive regulation of actin filament polymerization 
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ID GO Função molecular 

GO:0005212 Structural constituent of eye lens 

GO:0005546 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate binding 

GO:0015232 Heme transmembrane transporter activity 

GO:0047499 Calcium-independent phospholipase A2 activity 

GO:0102568 Phospholipase A2 activity consuming 1,2-dioleoylphosphatidylethanolamine) 

GO:0102567 Phospholipase A2 activity (consuming 1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine) 

GO:0016209 Antioxidant activity 

GO:0004602 Glutathione peroxidase activity 

GO:0004601 Peroxidase activity 

GO:0016787 Hydrolase activity 

GO:0030492 Hemoglobin binding 

GO:0000774 Adenyl-nucleotide exchange factor activity 

GO:0005515 Protein binding 

GO:0003725 Double-stranded RNA binding 

GO:0070064 Proline-rich region binding 

GO:0097110 Scaffold protein binding 

GO:0051721 Protein phosphatase 2A binding 

GO:0019901 Protein kinase binding 

GO:0019900 Kinase binding 

GO:0031267 Small GTPase binding 

GO:0001784 Phosphotyrosine residue binding 

GO:0003785 Actin monomer binding 

GO:0042802 Identical protein binding 

GO:0005200 Structural constituent of cytoskeleton 

  

ID GO Componente celular 

GO:0031838 Haptoglobin-hemoglobin complex 

GO:0072562 Blood microparticle 

GO:0098688 Parallel fiber to Purkinje cell synapse 

GO:0031252 Cell leading edge 

GO:0043005 Neuron projection 

GO:0048471 Perinuclear region of cytoplasm 

GO:0016363 Nuclear matrix 

GO:0045335 Phagocytic vesicle 

GO:0005856 Cytoskeleton 

GO:0005844 Polysome 

GO:0005882 Intermediate filament 

GO:0045111 Intermediate filament cytoskeleton 

GO:0045098 Type III intermediate filament 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



Página 127 

 

 
Mota, G. A. F. | 2021 

9. ANEXOS 

 
 

ANEXO A – Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de 
Medicina de Botucatu, Unesp. 
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