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RESUMO 

Silva Junior ND. Perfil de expressão de microRNAs circulantes após uma sessão aguda 

de exercício em indivíduos com doença arterial periférica: papel da n-acetilcisteína. São 

Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo; 2016. 

 

Introdução: A Doença arterial periférica (DAP) é uma manifestação clínica da 

aterosclerose, quando esta afeta principalmente as artérias que irrigam os 

membros inferiores. O exercício aeróbico provoca nos membros afetados pela 

doença um ciclo de reperfusão-isquemia que desencadeia uma resposta 

sistêmica aguda caracterizada por aumento do estresse oxidativo, inflamação e 

disfunção endotelial. Assim, uma terapia antioxidante pode ser uma terapia 

alternativa para esses pacientes. Os microRNAs (miRNAs) foram recentemente 

reconhecidos como reguladores pós-transcricionais, e a identificação desses 

pode elucidar mecanismos gênicos adicionais pelos quais o exercício é 

atuante, levando a identificação de genes que são modulados, abrindo 

perspectivas de abordagens de terapia gênica que podem levar à reversão do 

quadro da doença arterial periférica. Objetivo: Verificar o efeito de uma sessão 

aguda de exercício aeróbico máxima com e sem uso do antioxidante N-

acetilcisteína (NAC) sobre a expressão de microRNAs e marcadores 

inflamatórios e de estresse oxidativo circulantes em pacientes com DAP. 

Métodos: Foram recrutados pacientes com DAP estágio II do Ambulatório da 

Disciplina de Cirurgia Vascular do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo. Os pacientes foram submetidos a 

duas sessões experimentais após a suplementação de NAC ou Placebo. Foi 

analisado o perfil de expressão de microRNAs circulantes dos indivíduos em 

repouso e após o exercício máximo, e confirmado a expressão gênica dos 

miRNAs alterados após o exercício e de seus alvos; e dos níveis plasmáticos 

de endotelina-1 (ET-1), proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1), 

molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adesão celular 

vascular-1 (VCAM-1), substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, 8-

isoprostano e glutationa. Resultados: O tratamento com NAC não alterou o 
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tempo de caminhada, as respostas hemodinâmicas e cardiopulmonar dos 

pacientes com DAP. O fluxo sanguíneo em repouso da perna desses pacientes 

foi maior após a realização do exercício e o tratamento com NAC não alterou 

essa resposta. Após o exercício houve aumento plasmático de MCP-1, ET-1, 

VCAM-1 e TBARS, mas o tratamento com NAC não alterou essa resposta. 

Porém, o tratamento com NAC aumentou os níveis plasmáticos de glutationa 

durante toda a sessão experimental. Houve alteração da expressão dos c-

miRNAs -126, -100 e -92a após a realização do exercício e o tratamento com 

NAC aboliu essas respostas. Encontramos ainda alteração da expressão 

gênica circulante de alguns alvos desses miRNAS: PI3KR2, mTOR, ITGA5; e 

de alguns genes relacionados com angiogênese: VEGF, eNOS, HIF-1α. 

Conclusão: O exercício aeróbico máximo foi um estímulo capaz de alterar a 

expressão gênica de marcadores angiogênicos circulantes em pacientes com 

DAP e os c-miRNAs parecem estar envolvidos nesse processo. Por outro lado, 

a NAC alterou o balanço redox dos pacientes com DAP. Entretanto, o 

tratamento com NAC aboliu essa resposta angiogênica sistêmica mediada por 

c-miRNAs ao exercício aeróbico máximo. 

 

 

Descritores: Exercício; microRNAs; Moduladores de Angiogênese; 
Antioxidantes; Estresse Oxidativo; Inflamação 
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ABSTRACT 

Silva Junior ND. Profile microRNAs expression of current after an acute exercise session 

in individuals with peripheral artery disease: role of n-acetylcysteine. “São Paulo: 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo; 2016”. 

 

Introduction: Peripheral arterial disease (PAD) is a clinical manifestation of 

atherosclerosis, when it mainly affects the arteries supplying the lower limbs. Aerobic 

exercise causes the member affected by the disease cycle of reperfusion-ischemia 

triggers an acute systemic response characterized by increased oxidative stress, 

inflammation and endothelial dysfunction. Thus, an antioxidant therapy is an alternative 

therapy for these patients. MicroRNAs (miRNAs) have been recognized as post-

transcriptional regulators, and identifying these may elucidate additional gene 

mechanisms by which the exercise is active, leading to identification of genes that are 

modulated, opening prospects of gene therapy approaches that can lead to picture 

reversal of peripheral arterial disease. Aim: To determine the effect of an acute bout of 

maximal aerobic exercise with and without the antioxidant N-acetylcysteine (NAC) on the 

expression of microRNAs and inflammatory markers and circulating oxidative stress in 

patients with PAD. Methods: We recruited patients with PAD stage II Clinic of Vascular 

Surgery of Hospital das Clinicas, Faculty of Medicine, University of São Paulo. The 

patients underwent two experimental sessions after supplementation of NAC or placebo. 

the expression profile of circulating microRNAs of individuals at rest and after maximal 

exercise was analyzed and confirmed the gene expression of miRNAs changed after 

exercise and its targets; and plasma levels of endothelin-1 (ET-1), monocyte 

chemoattractant protein-1 (MCP-1), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) cell 

vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) , reactive substances to thiobarbituric acid, 

8-isoprostane and glutathione. Results: Treatment with NAC did not change the walking 

time, and cardiopulmonary hemodynamic responses of patients with PAD. The rest blood 

flow in the leg of these patients was higher after the completion of the exercise and 

treatment with NAC did not change this response. After the exercise was increased 

plasma MCP-1, ET-1, VCAM-1 and TBARS, but the treatment with NAC did not change 

this response. However, treatment with NAC increased plasma glutathione levels 
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throughout the experimental session. There were change in the expression of c-miRNAs -

126, -100 and -92a after the exercise and treatment with NAC abolished those answers. 

We find still change in current gene expression of some targets of these miRNAs: 

PI3KR2, mTOR, ITGA5; and some angiogenesis-related genes: VEGF, eNOS, HIF-1α. 

Conclusion: The maximum aerobic exercise was a able to change gene expression of 

circulating angiogenic markers in patients with PAD and c-miRNAs stimulus seem to be 

involved in this process. Moreover, NAC change the redox balance of patients with PAD. 

However, treatment with NAC abolished the systemic angiogenic response mediated by 

c-miRNAs the maximum aerobic exercise. 

 

 

Descriptors: Exercise; microRNAs; Angiogenesis Modulating Agents; Antioxidants; 

Oxidative Estress; Inflammation. 
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1. INTRODUÇÃO 

A doença arterial periférica (DAP) é uma manifestação clínica da 

aterosclerose afetando principalmente as artérias que irrigam os membros 

inferiores (Brevetti, Schiano, & Chiariello, 2008; Norgren et al., 2007). A 

prevalência dessa doença aumenta com o avançar da idade, sendo de 1% na 

faixa etária de 35-39 anos, 3% de 60-64 anos e chegando a 7% na faixa etária 

acima de 70 anos (Norgren et al., 2007). Um dos sintomas clássicos da DAP é 

a claudicação intermitente (CI) (Rose, 1962), este sintoma está presente em 

torno de 30% dos pacientes com DAP (Becker, McClenny, Kovacs, Raabe, & 

Katzen, 2002; Norgren et al., 2007).  

Os sintomas da DAP ocorrem de forma progressiva com a doença, 

sendo que um dos primeiros a aparecer é a CI. A CI é denominada como 

sensação de dor, câimbra, ardência ou formigamento (dor isquêmica), nos 

membros inferiores, que ocorrem principalmente durante a atividade física e 

que se intensifica de acordo com a intensidade e duração da atividade. 

Entretanto, esse sintoma é aliviado alguns minutos após a interrupção da 

atividade física sem a necessidade de qualquer outra intervenção (Hirsch et al., 

2006).   

Além disso, estudos em pacientes com DAP tem revelado alterações no 

fluxo sanguíneo associado com o exercício. Essas alterações estão 

relacionadas a mudanças na atividade mitocondrial, inflamação e isquemia 

local (Bhat, Hiatt, Hoppel, & Brass, 1999; Brass & Hiatt, 2000; Brass, Hiatt, 

Gardner, & Hoppel, 2001; Hiatt, Regensteiner, Wolfel, Carry, & Brass, 1996). 

Adicionalmente, estudos demonstraram que o exercício físico provoca nos 

membros inferiores com isquemia uma resposta sistêmica aguda caracterizada 
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por aumento do estresse oxidativo, inflamação e disfunção endotelial, 

ocasionando maiores níveis plasmáticos de interleucina-8, moléculas de 

adesão, entre outros fatores (J. J. F. Belch et al., 2002; A. T. Edwards, Blann, 

Suarez-Mendez, Lardi, & McCollum, 1994; Kirk, Hickman, McLaren, 

Stonebridge, & Belch, 1999). 

Nesse sentido, estudos demonstraram que pacientes com DAP têm 

aumentos expressivos em marcadores de estresse oxidativo (Brevetti, 

Giugliano, Brevetti, & Hiatt, 2010; Vita & Hamburg, 2010), como as substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico, tanto no plasma (Hickman et al., 1994; Wijnen 

et al., 2001), como nos músculos esqueléticos  isquêmicos (Pipinos, Judge, et 

al., 2008; Pipinos, Swanson, et al., 2008), aumento nos níveis de espécies 

reativas de oxigênio na circulação, como o ânion superóxido, o que afeta 

diretamente a biodisponibilidade de óxido nítrico o que pode ocasionar uma 

diminuição da capacidade vasodilatadora desses pacientes (Munzel, Gori, 

Bruno, & Taddei, 2010). Estudos recentes indicam que um dos principais 

fatores causadores das alterações vasculares na DAP é o aumento no estresse 

oxidativo (Brevetti et al., 2010; Munzel et al., 2010; Vita & Hamburg, 2010) e 

que um tratamento com antioxidante pode ser uma terapia alternativa para 

esses pacientes. 

Entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos na fisiopatologia da 

DAP ainda não estão totalmente elucidados. Nesse contexto, um dos 

mecanismos que podem estar envolvidos no processo da fisiopatologia da DAP 

são os microRNAs (miRNAs), uma classe de ácido ribonucleico (RNA) não 

codificantes de proteínas, responsáveis pela regulação pós-transcricional da 

expressão gênica de plantas e animais (Kim, 2005). Os mecanismos de 
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atuação dos miRNAs mostram papéis reguladores em diversos processos, 

como, proliferação, apoptose, diferenciação celular, hematopoiese, secreção 

de insulina e funcionamento muscular cardíaco e esquelético (C. Z. Chen & 

Lodish, 2005; Esau et al., 2004; Thum, Catalucci, & Bauersachs, 2008). Além 

disso, alguns miRNAs já foram relacionados com processos isquêmicos (miR-

126, -424/332, -100) (Bonauer et al., 2009; Caporali et al., 2011; Ghosh et al., 

2010; Grundmann et al., 2011; van Solingen et al., 2009) e inflamatório (miR-

125, -221, -222, -155, -126) (T. A. Harris, Yamakuchi, Ferlito, Mendell, & 

Lowenstein, 2008; Hu et al., 2010; Tili et al., 2007; Zhu et al., 2011). 

Atualmente estudos já demonstraram que os miRNAs participam das 

adaptações provenientes do exercício físico, tanto na musculatura esquelética 

(Aoi et al., 2010; Davidsen et al., 2011; Drummond, McCarthy, Fry, Esser, & 

Rasmussen, 2008; Fernandes, Magalhaes, Roque, Phillips, & Oliveira, 2012; 

McCarthy, Esser, Peterson, & Dupont-Versteegden, 2009; Nielsen et al., 2010; 

Ringholm et al., 2011; Safdar, Abadi, Akhtar, Hettinga, & Tarnopolsky, 2009) 

quanto na cardíaca (Da Silva et al., 2012; Fernandes et al., 2011; Soci et al., 

2011). Além disso, há evidências que o exercício físico aeróbico também altera 

a expressão de miRNAs circulantes (c-miRNAs), sugerindo assim um potencial 

valor dos c-miRNAs como biomarcadores e seus possíveis papeis nas 

adaptações cardiovasculares decorrentes do treinamento físico (Baggish et al., 

2011; Uhlemann et al., 2014; Wardle et al., 2015).  

Apesar dos avanços de pesquisas com miRNAs e exercícios, até o 

momento não existem dados sobre a expressão de c-miRNAs em pacientes 

com DAP após a execução de uma sessão de exercício aeróbio. Estudos a 

respeito dessa classe de moléculas podem trazer uma maior compreensão 
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sobre as interações genotípicas e fenotípicas provocadas pelo exercício 

aeróbio, além de esclarecer as bases moleculares por trás do aumento 

exacerbado de marcadores inflamatórios e estresse oxidativo durante o 

exercício na DAP. Portanto, a descoberta desses fatores pode ajudar na 

criação de novas terapias que atenuem esta resposta. 

Dessa forma, diante da argumentação anterior, as hipóteses desse 

estudo são que: a) os c-miRNAs que estão envolvidos nos processos 

inflamatório e angiogênico irão participar do processo isquêmico/inflamatório 

desencadeado pelo exercício aeróbico agudo em pacientes com DAP tendo 

suas expressões alteradas após o teste máximo; b) a suplementação oral com 

o antioxidante N-acetilcisteína (NAC) irá alterar a expressão de c-miRNAs, 

diminuir o estresse oxidativo e os marcadores de inflamação sistêmica, levando 

à melhora da tolerância ao esforço em pacientes com DAP. 

JUSTIFICATIVA 

Os pacientes com DAP possuem uma redução da capacidade de 

caminhada devido o sintoma clássico da DAP, a claudicação intermitente, 

ocasionado por ciclos de isquemia-reperfusão durante o exercício, que acarreta 

no aumento exacerbado dos índices de inflamação, estresse oxidativo além da 

piora da função endotelial. A identificação de mecanismos moleculares que 

possivelmente estão envolvidos nesse descontrole pode trazer um 

conhecimento incipiente a respeito dessa fisiopatologia, como é o caso dos c-

miRNAs.  

Além disso, a utilização do tratamento com antioxidantes pode ser um 

potencial terapêutico especialmente relevante para pacientes com DAP, uma 
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vez que a inflamação e o estresse oxidativo são considerados mecanismos 

chave das alterações vasculares da DAP.  

Nesse sentido, estudos com tratamento curto com NAC tem mostrado 

que esse tratamento atenuou a resposta inflamatória ao exercício em jovens 

(Neumann et al., 1990; Slattery, Dascombe, Wallace, Bentley, & Coutts, 2014) 

e aumentou a resistência a fadiga em pacientes com doença pulmonar 

obstrutiva crônica (DPOC) (Koechlin et al., 2004). Além disso, um recente 

estudo mostrou em modelo pré-clínico de DAP que o tratamento com NAC 

melhorou a resistência a fadiga no músculo sóleo (Roseguini, 2014). Dessa 

forma, essas evidências sugerem que o tratamento com NAC pode ser um 

potencial terapêutico para os pacientes com DAP. 
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2. OBJETIVOS 

Geral 

Verificar o efeito de uma sessão aguda de exercício aeróbico máxima 

com e sem tratamento do antioxidante N-acetilcisteína sobre a expressão 

diferencial de microRNAs circulantes em pacientes com doença arterial 

periférica  

Específicos 

Verificar os efeitos de uma sessão aguda de exercício aeróbico máxima 

com e sem tratamento do antioxidante em pacientes com doença arterial 

periférica sobre: 

• A resposta hemodinâmica e cardiopulmonar: frequência cardíaca 

máxima, pressão arterial sistólica, pressão arterial diastólica, 

consumo de oxigênio pico. 

• A hemodinâmica do membro afetado: índice tornozelo/braço e 

fluxo sanguíneo da perna; 

• O perfil dos microRNAs circulantes por microarray e os que foram 

diferencialmente expressos foram confirmados por Reação em 

cadeia da polimerase em tempo real (PCR em tempo real); 

• A expressão gênica dos alvos dos microRNAs circulantes que 

tiveram sua expressão alterada; 

• A quantificação de marcadores inflamatórios e de estresse 

oxidativo no plasma sanguíneo. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA  

       3.1 Doença arterial periférica (DAP) 

 A DAP consiste em uma obstrução parcial ou completa de artérias que 

irrigam principalmente os membros inferiores, sendo uma manifestação comum 

da aterosclerose. Essa doença atinge aproximadamente 27 milhões de 

indivíduos na Europa e America do Norte (Hirsch et al., 2006). Na Alemanha, 

um estudo estimou que a prevalência de DAP é de 2 milhões em adultos com 

idade entre 45 a 75 anos (Kroger et al., 2006). No Brasil, o Projeto Corações do 

Brasil estimou que aproximadamente 6 milhões de pessoas, com idade 

superior à 18 anos possuem DAP (Makdisse et al., 2008). 

 Além disso, essa doença possui um prognóstico extremamente 

alarmante. Um estudo de 10 anos de seguimento mostrou que pacientes com 

DAP têm risco relativo 3,1 vezes maior de mortalidade por todas as causas; 5,9 

vezes maior risco de mortalidade por doença cardiovascular; e 6,6 vezes maior 

risco de morte por doença arterial coronariana em comparação aos indivíduos 

saudáveis (Criqui et al., 1992).   

Além disso, esta doença possui como importante característica a 

oclusão do fluxo sanguíneo arterial dos membros inferiores, devido a obstrução 

dos vasos, o que pode levar ao aparecimento de sintomas de dor, 

formigamento, câimbra, ardência ou fadiga muscular, durante a realização de 

caminhada, mas que desaparece no repouso. Essa dor ocorre devido à 

isquemia induzida pelo esforço, uma vez que o exercício ocasiona um aumento 

da necessidade de oxigênio local, que é comprometido nessa doença devido 

obstrução dos vasos. Este sintoma é conhecido como CI (Rose, 1962), sintoma 
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presente em torno de 30% dos pacientes com DAP (Becker et al., 2002; 

Norgren et al., 2007).  

 O diagnóstico da DAP pode ser realizado por vários métodos, desde o 

teste de caminhada e o índice tornozelo-braço (ITB) (Nassoura et al., 1996), 

até métodos de imagem, como por exemplo angioressonância nuclear 

magnética e a arteriografia (J. M. Edwards & Porter, 1998). 

 O índice tornozelo-braço (ITB) é um exame simples, não invasivo e de 

custo baixo, que permite diagnosticar com precisão a gravidade da DAP em 

pacientes (Norgren et al., 2007). O ITB é a razão entre a maior pressão arterial 

sistólica (PAS) dos braços e a menor PAS do tornozelo. Para isso, a PAS é 

medida bilateralmente nas artérias braquiais e pediosas/tibiais e valores de ITB 

inferiores a 0,90 são sugestivos de DAP (Al-Qaisi, Nott, King, & Kaddoura, 

2009). 

Além de ser uma doença crônica não transmissível, a DAP é uma 

doença progressiva, uma vez que os sinais e sintomas se tornam mais graves 

de acordo com a evolução da doença. Nesse sentido,  FONTAINE e 

colaboradores (Fontaine, Kim, & Kieny, 1954) classificou a DAP em quatro 

estágios, de acordo com a evolução da doença, conforme apresentado no 

quadro abaixo:  

 

 

 

 

 

 



9	
	

Quadro 1. Sintomas e sinais característicos dos quatro estágios da doença 
arterial periférica. 

Sintoma ou sinal 
ESTÁGIO 

I II III IV 

Parestesia +/- ++ +++ +++ 

Dor Não AF Repouso Repouso 

↓ intensidade da pulsação +/- ++ +++ ++++ 

↓ da quantidade de pelos +/- + ++ +++ 

↓ massa muscular Não + ++ +++ 

↓ temperatura tecidual Não +/- ++ +++ 

Lesões tróficas Não Não Não Sim 

Lesões vasculares + ++ +++ ++++ 

↓- diminuição; AF – Atividade Física.  

 

As localizações dos sintomas da DAP estão relacionadas ao segmento 

arterial obstruído (Gardner, Montgomery, Scott, Afaq, & Blevins, 2007). Quando 

a obstrução é aorto-ilíacas, a dor ocorre nos músculos dos glúteos, da coxa e 

da parte posterior da perna. Nas obstruções fêmoro-poplíteas, a dor ocorre nos 

músculos da parte posterior da perna. Já nas obstruções tíbio-fibulares ou das 

artérias distais do membro inferior, a dor acomete os músculos do pé. Todavia, 

o local do sintoma mais comumente referido pelos pacientes com DAP, é a 

musculatura da parte posterior da perna, principalmente no músculo 

gastrocnêmio, sugestivo de obstrução nos segmentos aorto-ilíacos ou fêmoro-

poplíteos (Hirsch et al., 2006). 
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3.2 Estresse oxidativo e ação antioxidante 

O estresse oxidativo é um distúrbio no estado do equilíbrio redox dos 

sistemas pró-oxidantes e antioxidantes celulares. Distúrbio esse que pode ser 

ocasionado devido à exposição ambiental aos oxidantes, ingestão inadequada 

de antioxidantes ou alterações enzimáticas, resultando em níveis exacerbados 

de índices de danos oxidativos (Sies, Stahl, & Sevanian, 2005). O estresse 

oxidativo tem um papel importante na patogênese de muitas doenças 

cardiovasculares (Ginter, Simko, & Panakova, 2014). 

A produção de espécies reativas de oxigênio (EROS), de nitrogênio 

(ERN) (Emilie et al., 2001), entre outras espécies reativas, são partes 

integrantes do metabolismo humano observada em diversas condições 

fisiológicas, como por exemplo, eliminar o agente agressor na fagocitose. 

Entretanto, quando sua produção é exacerbada e o sistema antioxidante não 

consegue controlar e restabelecer o equilíbrio, as EROS e ERN provocam 

danos celulares (Schafer & Buettner, 2001), como por exemplo, afetar 

diretamente a biodisponibilidade de óxido nítrico e levar à diminuição da 

capacidade vasodilatadora do vaso (Munzel et al., 2010). Entre as espécies 

reativas de oxigênio temos, Radical Superóxido (O2
-.), Radical hidroperoxila 

(HO2
.), Radical hidroxila (OH-), Peróxido de hidrogênio (H2O2), Oxigênio singlet 

(1O2), sendo que o OH- é considerado como o mais lesivo radical conhecido 

devido o organismo não dispor de mecanismo de defesa (Laurindo, 2003). 

O sistema de defesa antioxidante é classificado em enzimático e não 

enzimático. O enzimático é representado, principalmente, pelas enzimas 

antioxidantes: superóxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutação do 
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radical superóxido (O2
-) a peróxido de hidrogênio (H2O2) e O2, a catalase (CAT) 

que atua na decomposição de H2O2 a O2 e H2O. O sistema antioxidante não 

enzimático é formado por muitas substâncias, com destaque para a glutationa 

(GSH), principal composto antioxidante intracelular por sua função como 

cofator da família de enzimas glutationa peroxidases (GSH-Px), em que 

desempenha papel protetor contra o estresse oxidativo, com sua oxidação a 

dissulfeto da glutationa (GSSG) (Halliwell & Gutteridge, 1990). 

A despeito da crescente documentação do papel central do estresse 

oxidativo na fisiopatologia de diversas doenças (Laurindo, 2003), ultimamente a 

suplementação com antioxidantes tem sido utilizada com intuito de atenuar o 

desequilíbrio entre a produção de vasodilatores (ex. óxido nítrico) e 

vasoconstritores (ex. endotelina-1) e melhorar, portanto, a capacidade 

vasodilatadora (Munzel et al., 2010). Ao lado dos antioxidantes vitamínicos 

disponíveis em medicamentos, destacam-se também os derivados tióis, entre 

eles a NAC e o mercaptopropionilglicina (MGP). Tais derivados são 

antioxidantes sintéticos que contêm o grupo -SH em sua composição. O grupo-

SH da NAC estimula a síntese de GSH, que como dito anteriormente, servirá 

como cofator para a enzima GSH-Px para reduzir o H2O2 em H2O, diminuindo 

assim o estresse oxidativo (Kelly, 1998). 
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Figura 1: Ação da NAC na enzima glutationa peroxidase no estresse oxidativo, 

utilização da glutationa reduzida como cofator. 

Além de ser um potente antioxidante não específico, a NAC também 

promove, diretamente, vasodilatação, por meio da abertura de canais de 

potássio na vasculatura (W. Q. Han et al., 2009). Mais importante, a 

administração oral deste composto melhora a dilatação vascular dependente 

de endotélio (Andrews, Prasad, & Quyyumi, 2001; Pieper & Siebeneich, 1998; 

Zicha, Dobesova, & Kunes, 2006) e aumenta a tolerância à fadiga muscular em 

indivíduos saudáveis e com algumas condições clínicas, como a doença 

pulmonar crônica (Ferreira & Reid, 2008). 

Evidências derivadas de estudos clínicos e experimentais têm mostrado 

que a administração do antioxidante NAC reduz os níveis de estresse oxidativo 

e melhora a função vascular. Estudo em células endoteliais em cultura mostrou 

que NAC atenua a apoptose celular induzida pela administração de fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e restaura a expressão da enzima óxido nítrico 

sintase endotelial (eNOS) (Xia et al., 2006).  

Em indivíduos jovens, a administração oral da NAC em doses entre 35 e 

140 mg/Kg aumentou significantemente os níveis plasmáticos de glutationa, 
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como dito anteriormente, o tiol não-proteico de maior importância no controle 

redox celular (Ferreira, Campbell, & Reid, 2011) e que também é capaz de 

aumentar, de forma independente, a biodisponibilidade de óxido nítrico 

(Prasad, Andrews, Padder, Husain, & Quyyumi, 1999). Além disso, um estudo 

em coronariopatas também demonstrou que a infusão intra-arterial de NAC 

potencializou a vasodilatação dependente do endotélio vascular na artéria 

femoral (Andrews et al., 2001). Por fim, um ensaio clínico em pacientes com 

DPOC demonstrou que a suplementação com esta droga por 5 dias 

consecutivos melhorou a tolerância a fadiga e diminuiu o estresse oxidativo 

nestes pacientes (van Solingen et al., 2009).  

3.3 Estresse oxidativo, marcadores inflamatórios e função 

endotelial em pacientes com doença arterial periférica 

A fisiopatologia da DAP é composta por três importantes mecanismos. 

Um desses mecanismos é disfunção endotelial e a consequente baixa 

capacidade vasodilatadora (Vita & Hamburg, 2010). Pacientes com DAP 

apresentam diminuição importante na vasodilatação mediada por fluxo (L. M. 

Harris et al., 1995) e em resposta a infusão de acetilcolina (Liao et al., 1991). 

Alguns estudos reportam que estes pacientes têm níveis diminuídos de nitrato 

urinário e GMP cíclico, o que sugere uma redução global na produção de óxido 

nítrico (Boger et al., 1997). As consequências destas alterações na função 

vascular são particularmente evidentes durante o exercício, durante o estágio II 

da doença, referente aos sintomas da CI, quando há aumento da demanda 

metabólica muscular.  

Assim, aliada à obstrução arterial, a diminuição da resposta 

vasodilatadora ao exercício causada pela disfunção endotelial tem um papel 
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primordial na gênese da intolerância ao esforço na DAP (Green, 2002). Durante 

a caminhada, estes pacientes apresentam diminuição rápida e pronunciada na 

oxigenação dos músculos da panturrilha (Comerota, Throm, Kelly, & Jaff, 2003; 

Kemp et al., 2001; McCully, Halber, & Posner, 1994), levando à isquemia, dor e 

interrupção do esforço com recuperação lenta destes índices após o término do 

esforço (Comerota et al., 2003). 

Outra característica desses pacientes é que eles possuem uma menor 

concentração de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), principal 

fator angiogênico, na musculatura isquêmica da perna em comparação com a 

musculatura não isquêmica (Palmer-Kazen, Wariaro, Luo, & Wahlberg, 2004), 

sugerindo que possa haver uma falta relativa de VEGF na parte isquêmica da 

perna. No entanto, Palmer-Kazen e colaboradores (Palmer-Kazen, Religa, & 

Wahlberg, 2009) demonstraram que após a caminhada há um aumento nos 

níveis de RNA mensageiro (RNAm) de VEGF na musculatura da panturrilha 

nessa população. Esses autores sugerem que esse aumento é devido à 

hipóxia promovida pelo exercício nesse músculo em questão, uma vez que a 

hipóxia estimula o aumento da expressão de VEGF através do aumento de 

fator induzido por hipóxia 1 (HIF-1α) (Shweiki, Itin, Soffer, & Keshet, 1992), 

sugerindo uma ativação da via de angiogênese local. 

Além disso, a isquemia nos membros inferiores, provocada durante o 

exercício desencadeia um outro mecanismo importante da fisiopatologia da 

DAP, uma resposta inflamatória local (Brevetti et al., 2010; Palmer-Kazen et al., 

2009) e o aumento importante na produção de substâncias vasoconstritoras, 

como a endotelina-1 (ET-1) (Tsui, Baker, Biecker, Shaw, & Dashwood, 2002, 

2004; Tsui & Dashwood, 2005), criando assim um ciclo vicioso, que favorece 
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ainda mais a vasoconstrição e a diminuição no aporte de oxigênio para os 

músculos. Ou seja, em indivíduos com a DAP, o exercício induz de forma 

aguda um aumento nos níveis plasmáticos de interleucina-8 (IL-8), interleucina-

6 (IL-6), ICAM-1, VCAM-1, fator von Willebrand, E-selectina, TNF-α, proteína C 

reativa (PCR) e trombomodulina (J. J. Belch, Mackay, Hill, Jennings, & 

McCollum, 1995; J. J. F. Belch et al., 2002; Blann, Dobrotova, Kubisz, & 

McCollum, 1995; Brevetti et al., 2001; A. T. Edwards et al., 1994; Palmer-Kazen 

et al., 2009; Signorelli et al., 2003), entre outras.  

Além dessas respostas sistêmicas, o exercício desencadeia uma 

inflamação aguda local em pacientes com DAP. Um estudo (Neumann et al., 

1990) demonstrou que imediatamente após a claudicação, o número de 

neutrófilos totais foram maiores no sangue venoso a partir da perna afetada 

quando comparado ao sangue arterial.  

Outro mecanismo importante da fisiopatologia da DAP e considerado 

como um dos principais fatores causadores das alterações vasculares é o 

aumento no estresse oxidativo (Brevetti et al., 2010; Munzel et al., 2010; Vita & 

Hamburg, 2010). Estudos mostram que pacientes com DAP têm aumentos 

expressivos dos marcadores de estresse oxidativo, como as substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), no plasma (Hickman et al., 1994; 

Silvestro et al., 2002; Wijnen et al., 2001) e nos músculos esqueléticos 

(Pipinos, Judge, et al., 2008; Pipinos, Swanson, et al., 2008) quando 

comparados a indivíduos saudáveis. Além da inflamação sistêmica crônica 

(Brevetti et al., 2010), as exposições repetidas da musculatura das pernas a 

ciclos de isquemia-reperfusão são, possivelmente, um dos principais 

contribuintes para o aumento exacerbado nos índices de dano oxidativo 
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observado em pacientes com DAP (Pipinos, Judge, et al., 2008; Pipinos, 

Swanson, et al., 2008). 

Além disso, conforme mencionado anteriormente, o aumento nos níveis 

de espécies reativas de oxigênio nos vasos sanguíneos, como o ânion 

superóxido, afeta diretamente a biodisponibilidade de óxido nítrico e pode levar 

à diminuição da capacidade vasodilatadora (Munzel et al., 2010).  

Após essas evidencias, esses estudos mostram o entrelaçamento entre 

os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da DAP (Figura 1). Assim, temos 

que os ciclos de isquemia e reperfusão provocados pelo exercício desencadeia 

uma resposta inflamatória sistêmica que contribuirá para o aumento 

exacerbado nos índices de dano oxidativo, que por sua vez, afetará 

diretamente no aumento na biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) e no 

aumento de vasoconstritores levando esses pacientes à um quadro de 

disfunção endotelial. Sabe-se ainda, que a exposição crônica às moléculas 

oxidativas pode levar a lesão do DNA mitocondrial (Bhat et al., 1999; Melov, 

Shoffner, Kaufman, & Wallace, 1995), e afetar diretamente a função muscular 

que pode acarretar em fraqueza e aumento na fadiga dos músculos (Moylan & 

Reid, 2007; Powers, Kavazis, & DeRuisseau, 2005; Powers, Kavazis, & 

McClung, 2007) ocasionando assim uma diminuição da tolerância ao exercício 

desses pacientes. 
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Figura 2: Papel central do aumento no estresse oxidativo na fisiopatologia da 

DAP. 

A despeito da crescente documentação do papel central do estresse 

oxidativo na fisiopatologia da DAP (Pipinos, Judge, et al., 2008), poucos 

estudos até hoje avaliaram o potencial terapêutico de antioxidantes nestes 

pacientes.  

Nesse contexto, um estudo demonstrou que o comprometimento 

sistêmico da função endotelial proporcionado pelo exercício máximo em 

indivíduos com CI, foi prevenido com a suplementação de vitamina C, resultado 

esse observado devido diminuição dos níveis de molécula de adesão 

intercelular (ICAM-1) e de TBARS (Silvestro et al., 2002). Ainda nessa 

perspectiva, estudos com drogas antioxidantes em outras populações 

mostraram uma série de benefícios como mostrado em um tópico anterior 

dessa revisão (Andrews et al., 2001; Koechlin et al., 2004). Esses dados nos 

sugerem que a suplementação com antioxidantes pode ser uma terapêutica 

alternativa para os pacientes com DAP, que sabidamente apresentam aumento 
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de estresse oxidativo, estado inflamatório crônico e capacidade vasodilatadora 

reduzida.  

Um dos compostos antioxidantes mais promissores para o tratamento 

destes indivíduos é a NAC (Hernandez, Cheng, & Westerblad, 2012), pois, 

além de ser um potente antioxidante não específico, a NAC também promove 

vasodilatação (W. Q. Han et al., 2009). Mais importante, a administração oral 

deste composto melhora a dilatação vascular dependente de endotélio 

(Andrews et al., 2001; Pieper & Siebeneich, 1998; Zicha et al., 2006) e aumenta 

a tolerância à fadiga muscular em indivíduos saudáveis e com algumas 

condições clínicas, como a doença pulmonar crônica (Ferreira & Reid, 2008), 

fatores esses observados também em pacientes com DAP. 

Dessa forma, apesar de sabermos que as consequências sistêmicas e 

locais proporcionadas pelo exercício em pacientes com DAP são aumento na 

inflamação, estresse oxidativo que proporciona uma disfunção endotelial, os 

mecanismos moleculares que regulam essas consequências precisam ser 

melhor elucidados, e os miRNAs que são pequenas moléculas de RNAs com 

um grande poder regulatório pode estar envolvido nessa regulação. Além 

disso, o tratamento com NAC pode ser um tratamento terapêutico alternativo 

para esses pacientes.  

3.4 MicroRNAs: conceitos, biogêneses e função 

Os miRNAs são pequenas moléculas de RNA de fita simples com 

aproximadamente 22 nucleotídeos não codificantes de proteínas, que agem 

como potentes reguladores pós-transcricionais da expressão gênica (Kim, 

2005). O primeiro miRNA descoberto foi o Lin4 (do inglês lineage-deficient-4) 

em 1993, sendo nesta época esse foi associado ao controle temporal do 
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desenvolvimento larval em Caenorhabditis elegans (R. C. Lee, Feinbaum, & 

Ambros, 1993; Wightman, Ha, & Ruvkun, 1993). 

Recentemente, estudos com miRNAs vêm delineando um amplo campo 

de grande ascensão. Em 2005, havia 465 miRNAs descobertos em humanos 

(Berezikov et al., 2005), sendo que em 2008 esse número chegou a 533. Até o 

momento, mais de 2578 sequências de miRNAs, de mais de 50 tipos de 

organismos diferentes foram catalogados no banco de dados miRBase e mais 

de 1800 miRNAs diferentes foram clonados e sequenciados em humanos 

(Fiedler, Gupta, & Thum, 2012; Kawashima & Shioi, 2011; Kingwell, 2011).  

Os miRNAs podem estar localizados em regiões intergênicas do 

genoma, em íntrons e também em éxons, tanto de genes codificadores para 

proteína quanto de genes não codificadores (Olena & Patton, 2010). 

O processo de biogênese dos miRNAs é iniciado com a transcrição 

destes no núcleo celular, sendo que na sua grande maioria é transcrito pela 

RNA Polimerase II (Bartel, 2004).  

Primeiramente são formados os pri-miRNA, que contém centenas de 

nucleotídeos (~300 nucleotídeos) que serão processados dentro do núcleo por 

uma ribonuclease III chamada Drosha (Y. Lee et al., 2003) juntamente com a 

proteína de ligação Pasha (DGCR8) (J. Han et al., 2004). O produto dessa 

clivagem gera um molécula menor chamada pre-miRNA, que é transportada 

para o citoplasma via mecanismo dependente de Exportina-5 e Ran-GTP 

(Lund, Guttinger, Calado, Dahlberg, & Kutay, 2004).  

Em seguida os pré-miRNAs são clivados por outra RNase III chamada 

Dicer, para formar o miRNA maduro, fita dupla (miRNA:miRNA), o qual uma 

das suas fitas será incorporada em um complexo de ribonucleoproteína, 
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complexo de silenciamento induzido de RNA (RISC), o qual contém a proteína 

argonauta como um dos principais componentes. Nessa fase do 

processamento, uma fita do miRNA será transformada em miRNA maduro e a 

outra degradada (Gregory, Chendrimada, Cooch, & Shiekhattar, 2005), e como 

parte do complexo RISC os miRNAs irão interagir com seus RNAm alvos (Yi, 

Qin, Macara, & Cullen, 2003). A abundância dos miRNAs pode ser controlada 

na transcrição do pri-miRNA, durante qualquer passo da biogênese e no 

turnover do miRNA maduro (Schwarz, Grande, Bujdoso, Saedler, & Huijser, 

2008). 

Os miRNAs possuem mecanismos de ação específicos. Esses 

reguladores pós-transcricionais exercem seus efeitos ligando-se à região 3’ não 

traduzida de RNAm alvos. Este mecanismo de atuação promove a redução da 

expressão proteica através do controle traducional (Kim, 2005). Esse 

mecanismo de ligação depende do grau de complementaridade com o RNAm-

alvo, podendo gerar inibição traducional (complementaridade parcial) ou 

degradação do RNAm (complementaridade total). 

  Outros mecanismos de ação possíveis dos miRNAs são, deadenilação, 

degradação e captura dos RNAm nos P-bodies (focos citoplasmáticos) (Fazi & 

Nervi, 2008). O mecanismo de ação via P-bodies ocorre da seguinte forma, um 

miRNA ligado a uma proteína argonauta reconhece seus RNAm alvos por 

pareamento de bases; a proteína argonauta, localizadas nos P-bodies, vai 

interagir com o GW182, depois o complexo RNAm-miRNA-Argonauta é 

encaminhado aos P-bodies. No P-body, o RNAm alvo é deadenilado pelas 

enzimas deadenilases presentes, então degradado ou até mesmo removido da 
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maquinaria traducional (Pillai et al., 2005; Valencia-Sanchez, Liu, Hannon, & 

Parker, 2006). 

Estudos mostram que um único miRNA é capaz de regular 200 RNAs 

apresentando funções totalmente diversas, ou seja, os miRNAs constituem 

uma enorme e complexa rede regulatória da sinalização celular. Em plantas, a 

regulação dos miRNAs ocorre principalmente através de sua interação perfeita 

com o mRNA, levando-o à degradação. No entanto, já se tem exemplos da 

ocorrência deste silenciamento gênico também em mamíferos (Montgomery & 

van Rooij, 2011; Nozawa, Miura, & Nei, 2012). Entretanto, em animais, a 

maioria dos miRNAs liga-se na região 3'-UTR do mRNA-alvo com 

complementaridade imperfeita funcionando como repressor traducional.  

Como essa classe de RNAs possui sequências pequenas, um único 

miRNA pode regular diversos RNAm-alvo (Bartel, 2004). Além disso, vários 

miRNAs podem atuar num mesmo RNAm-alvo (Brennecke, Stark, Russell, & 

Cohen, 2005; Valencia-Sanchez et al., 2006). 

Estima-se a partir de predição por programas de bioinformática, que 

essa classe de RNAs pode ter como alvo 30% do genoma humano (Lewis, 

Burge, & Bartel, 2005). Outras estimativas afirmam que mais de 50% dos 

genes humanos que codificam proteínas podem ser reguladas por esses RNAs 

(Wu, Yang, & Li, 2009). 

As estimativas são criadas através de vários algoritmos de predição de 

alvos de miRNA, entre eles temos: mirwalk (http://www.umm.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/), miRBase (http://www.micro-

RNA.sanger.ac.uk/targets/v2/), Miranda (http://www.micro-

RNA.org//miranda.htm), TargetScan (http://www.genes.mit.edu/targetscan), 
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PicTar (http://www.pictar.bio.nyu.edu) (Chaudhuri & Chatterjee, 2007), entre 

outros. 

A partir dessas análises de predição, atualmente os miRNAs têm sido 

associados à regulação de diversos mecanismos e funcionamento muscular 

cardíaco e esquelético (C. Z. Chen & Lodish, 2005; Esau et al., 2004; Thum et 

al., 2008). Adicionalmente, análises de bioinformática de dados de microarray 

de miRNAs, têm identificado miRNAs que são altamente expressos em tecidos 

específicos, como, fígado, cérebro, hipófise, pâncreas, testículos, músculo 

estriado esquelético (Sood, Krek, Zavolan, Macino, & Rajewsky, 2006), 

cardíaco (van Rooij, Marshall, & Olson, 2008) e na circulação (Mitchell et al., 

2008). 

3.5 MicroRNAs circulantes 

 Alguns estudos recentes têm demonstrado a existência de miRNAs 

maduros no fluido extracelular, como por exemplo, no sangue total, plasma, 

plaquetas e soro (X. Chen et al., 2008; Weber et al., 2010).  

Além disso, têm sido observado que os miRNAs circulantes são bastante 

estáveis em diversas situações como, pH elevado e baixo, ebulição, 

congelamento e descongelamento e armazenamento a longo prazo à 

temperatura ambiente, tornando-os apropriados para utilização como 

biomarcadores no sangue (X. Chen et al., 2008; Weber et al., 2010).  

Para ser considerado um biomarcador ideal, a molécula analisada deve 

ser tecido específico, doença especifica, com meia-vida longa e facilmente 

detectável e quantificável em laboratórios, além de serem facilmente acessíveis 

em procedimentos não invasivos, os c-miRNAs parecem cumprir essas 

características (Kondkar & Abu-Amero, 2015). 
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Atualmente os c-miRNAs tem sido alvo de grande interesse para se 

tornarem um novo biomarcador de doenças, como por exemplo, em doenças 

cardiovasculares. Estudos têm tentado utilizar os c-miRNAs como 

biomarcadores de insuficiência cardíaca (Corsten et al., 2010), no infarto agudo 

do miocárdio (Ai et al., 2010; Cheng et al., 2010), síndrome aguda da coronária 

(Widera et al., 2011), na doença arterial coronariana (Fichtlscherer et al., 2010), 

entre outras doenças. 

A estabilidade dos c-miRNAs no fluido extracelular sugere a existência 

de mecanismos que os protegem contra degradação fora da célula. Nesse 

sentido, algumas teorias têm sido descritas para explicar o transporte e a 

estabilidade dos c-miRNAs, como por exemplo, a teoria que os c-miRNAs são 

protegidos por encapsulamento em vesículas de membrana, devido esses 

miRNAs terem sidos detectados em microvesículas de sangue periférico 

(Hunter et al., 2008). Nesse sentido, um estudo demonstrou a presença do 

miR-150 em microvesículas de pacientes com aterosclerose. Além disso, esse 

miRNA regula a migração e a expressão do seu alvo, c-MYB, o que sugere que 

os c-miRNAs podem mediar a comunicação intercelular e regular a expressão 

de genes intracelulares (Zhang et al., 2010).  

Outro tipo de microvesículas de membrana que podem proteger e 

transportar os c-miRNAs são os corpos apoptóticos, Zerneck e colaboradores 

mostraram que células endoteliais derivadas de corpos apoptóticos em 

camundongos são enriquecidas de miR-126 (Zernecke et al., 2009). Os c-

miRNAs também podem serem secretados segregados em exossomos, 

quando um corpo multivesicular funde com uma membrana plasmática e liberta 

os exossomos (K. Wang, Zhang, Weber, Baxter, & Galas, 2010).  
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Apesar das microvesículas, a maioria dos c-miRNAs existem em uma 

forma não vesícula, e sim ligados a complexos de proteínas, como ligado a 

nucleoplasmina, uma proteína nuclear implicada na exportação ribossomal (K. 

Wang et al., 2010). Uma outra proteína é a Argonauta 2, foi demonstrado que 

nessa proteína derivada do plasma sanguíneo humano contém miRNAs 

específicos, como o miR-92a (Arroyo et al., 2011) . Além disso, um estudo 

demonstrou a presença de miRNAs em lipoproteínas de alta densidade (HDL) 

isolados de pacientes com hipercolesterolemia familiar (Vickers, Palmisano, 

Shoucri, Shamburek, & Remaley, 2011), sugerindo assim que lipoproteínas 

podem transportar miRNAs. Entretanto, nenhum desses modos de secreção 

têm seu papel totalmente elucidados em condições fisiológicas e patológicas. 

Para que os c-miRNAs possam ser utilizados como biomarcadores de 

doenças, precisamos ainda de mais estudos na literatura comparando a 

expressão dessas moléculas com biomarcadores tradicionais utilizados em 

doenças específicas, como por exemplo, estudos com pacientes infartados 

comparando a expressão de c-miRNAs com a dosagem de troponina. No 

entanto, em um futuro próximo, os c-miRNAs podem começar a serem 

utilizados como uma importante ferramenta para diagnóstico e prognóstico de 

doenças.   

3.6 MicroRNAs: participação em processos angiogênicos, 

isquêmicos, inflamação e na doença arterial periférica  

Atualmente, algumas questões têm sido levantadas a respeito da 

participação dos miRNAs em processos angiogênicos, isquêmicos e na 

inflamação. 
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Uma das primeiras evidências que estes RNAs regulam a angiogênese 

foi em um estudo de 2005 (W. J. Yang et al., 2005) que demonstrou o papel da 

enzima Dicer no desenvolvimento da angiogênese durante o desenvolvimento 

embrionário de camundongos. Neste estudo foi observado que a presença da 

enzima Dicer é essencial para a formação de vasos no período embrionário. 

A primeira grande análise de expressão gênica de miRNAs em células 

endoteliais de veia umbilical humana (HUVECS) identificou quinze miRNAs 

altamente expressos. Além disso, análises de predição mostraram os 

receptores de fatores angiogênicos (Flt-1, Nrp-2, Fgf-R, c-Met, c-kit) como os 

alvos desses miRNAs (Poliseno et al., 2006). Dentre os miRNAs envolvidos na 

angiogênese tanto com ação angiogênica e quanto anti-angiogênica temos, 

membros da família let-7, o miR-21, miR-126, miR-221, miR-222, miR-15b, 

miR-16, miR-20, miR-92a, miR-320, miR-378, miR- 296, miR-328, cluster miR-

17-92 (Bonauer et al., 2009; Y. Chen & Gorski, 2008; Fasanaro et al., 2008; 

Kuehbacher, Urbich, Zeiher, & Dimmeler, 2007; X. H. Wang et al., 2009; Wu et 

al., 2009). 

Um dos principais miRNAs envolvidos na regulação angiogênica é o 

miR-126, esse miRNA aumenta a expressão de VEGF e da via de sinalização 

do VEGF a partir da inibição de dois dos seus alvos, proteína relacionada a 

brotamento (Spred-1) e a subunidade regulatória dois da PI3K (PI3KR2, 

também conhecido como p85-β) (Fish et al., 2008).  

Além disso, em outro estudo foi mostrado que o miR-126 participa da 

resposta angiogênica após a ligadura da artéria femoral de animais. Para isso, 

foi avaliado o número de capilares marcados com CD31 do músculo 

gastrocnêmio dos animais tratados com injeção de antagomir (molécula 
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sintética inibidora de miRNA) para o miR-126, e verificou-se que a expressão 

desse miRNA e a densidade muscular estavam diminuídos nesse músculo 

desses animais em comparação aos animais não tratados com essa molécula 

(van Solingen et al., 2009). 

Além do miR-126, alguns estudos têm demostrado a participação de 

outros miRNAs participando de mecanismos angiogênicos após processos 

isquêmicos, como o estudo de Bonauer e colaboradores (Bonauer et al., 2009) 

os quais mostraram que o miR-92a possui a sua expressão aumentada em 

modelo experimental com isquemia de membros posteriores. Adicionalmente, 

observou-se que a recuperação do fluxo sanguíneo foi maior nos animais 

tratados com antagomir para o miR-92a, o que ocasionou um maior número de 

capilares e de músculo liso nesses animais. Esses resultados indicam que o 

antagomir do miR-92a melhora a perfusão e recuperação funcional dos 

membros isquêmicos. Este estudo demonstra ainda que a subunidade α5 da 

integrina (ITGA5) é um alvo para esse miRNA, e que esta possui um papel 

importante no desenvolvimento vascular e angiogênese (Francis et al., 2002; J. 

T. Yang, Rayburn, & Hynes, 1993).  

Outro miRNA envolvido na resposta isquêmica é o miR-424/322, Gosh e 

colaboradores mostraram que em células endoteliais humanas e de 

camundongos há um aumento de expressão do miR-424 e miR-322 (homólogo 

do miR-424 em camundongos) quando expostas à hipóxia, enquanto que a 

proteína Cullin 2 (CUL2), alvo desse miRNA, teve sua expressão diminuída 

nessa situação (Ghosh et al., 2010). A CUL2 desempenha um papel crucial na 

montagem do complexo E3-ubiquitina ligase, uma vez que ela capta as 

moléculas de HIF-1α e HIF-2α para a montagem desse complexo (Merlet, 
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Burger, Gomes, & Pintard, 2009). Além disso, este estudo mostrou esse perfil 

de expressão miRNA/alvo em modelo experimental de isquemia de membros 

posteriores (ligadura da artéria femoral). Dessa forma, o miR-424/miR-322 

contribui para a angiogênese em situações de hipóxia, devido a inibição da 

proteína CUL2, o que facilita a ativação gênica do VEGF via HIF-1 α (Merlet et 

al., 2009). 

Outro estudo que mostrou a participação de miRNA envolvido no 

processo angiogênico após processo isquêmico foi o estudo de Grundmann e 

colaboradores, este estudo mostrou que a diminuição do miR-100 aumenta a 

angiogênese em modelo experimental de isquemia de membros posteriores. 

Observaram ainda que esse miRNA modula a proliferação, formação de tubo, e 

atividade de brotamento das células endoteliais e migração de células 

musculares lisas. Esse miRNA possui como alvo a proteína alvo da rapamicina 

em mamíferos (mTOR) (Grundmann et al., 2011). O gene da mTOR é 

requerido para angiogênese e proliferação de células endoteliais em resposta à 

hipóxia (Humar, Kiefer, Berns, Resink, & Battegay, 2002; W. Li et al., 2007). O 

tratamento com antagomir para o miR-100 em animais com isquemia de 

membros posteriores proporcionou um maior fluxo sanguíneo para essa região 

quando comparado com animais sem o tratamento, somado a uma maior 

expressão da mTOR. Este estudo sugere que o miR-100 pode ser um novo e 

promissor alvo para terapia de doenças cardiovasculares e neoplásicas 

(Grundmann et al., 2011).  

Outro elegante estudo mostrou a participação de um miRNA na função 

endotelial e angiogênese reparativa em diabetes mellitus. Caporali e 

colaboradores mostraram que o miR-503 contribui para a piora da função 
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endotelial e angiogênese reparativa após isquemia de membros inferiores 

nessa doença. Inicialmente os autores observaram um aumento de expressão 

desse miRNA in vitro, em cultura de células que mimetizam diabetes mellitus e 

isquemia. Além disso, mostraram também esse aumento de expressão em 

células endoteliais humanas e por fim em músculo de membros inferiores 

isquêmicos de pacientes diabéticos. Ainda, mostraram que a expressão do 

miR-503 possui uma correlação inversa com a expressão da proteína cdc25A 

em músculo desses pacientes, além de uma alta expressão desse miRNA no 

plasma desses pacientes, sugerindo dessa forma uma importante participação 

desse miRNA nesse processo (Caporali et al., 2011).  

Todos esses estudos demonstram que os miRNAs parecem possuir um 

envolvimento no controle de revascularização em situações de isquemia, como 

o encontrado em pacientes com DAP quando submetidos a uma sessão de 

exercício aeróbico.  

Ultimamente estudos na literatura sugerem a participação dos miRNAs 

em outro importante processo, a inflamação. Como é o caso do miR-125b, que 

possui como alvo o TNF-α (Tili et al., 2007), importante marcador inflamatório.  

Outro estudo mostrou que esse miRNA também possui como alvo a ET-1 em 

células endoteliais, que também possui um papel importante no processo 

inflamatório endotelial (D. Li et al., 2010). Além disso, outros miRNAs também 

possuem como alvo a ET-1, são eles, o miR-221 e miR-222 (Zhu et al., 2011).  

Harris e colaboradores mostraram a participação do miR-126 no 

processo inflamatório, pois esse miRNA possui como alvo a molécula de 

adesão de célula vascular (VCAM-1), ou seja, esse miRNA possui uma função 

anti-inflamatória. Nesse estudo, foi mostrado também que a diminuição da 
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expressão do miR-126 proporciona um aumento da expressão do TNF-α 

estimulado pelo aumento da expressão da VCAM-1 (T. A. Harris et al., 2008). 

Além disso, outros estudos vêm demonstrando alguns miRNAs que 

inibem as citocinas inflamatórias, como o caso do miR-31 que possui como 

alvo a E-seletina (Suarez, Wang, Manes, & Pober, 2010), o miR-17-3p que 

possui como alvo a ICAM-1 (Suarez et al., 2010) e o miR-124a, que possui 

como alvo a proteína quimiotática de monócitos 1 (MCP-1) (Nakamachi et al., 

2009). Adicionalmente, alguns miRNAs são induzidos por respostas pró-

inflamatórias, tais como, aumento de TNF-α, interleucinas e receptores do tipo 

Toll (TLRs), são eles miR-146 (Williams, Perry, Moschos, Larner-Svensson, & 

Lindsay, 2008), -155 (O'Connell, Taganov, Boldin, Cheng, & Baltimore, 2007) e 

-21 (Fujita et al., 2008). 

Apesar dessas evidências, a participação dos miRNAs nesses 

processos (angiogênico, isquêmico, inflamatório e estresse oxidativo) em 

pacientes com DAP é um campo de estudo promissor, uma vez que um 

recente estudo demonstrou o perfil de expressão de c-miRNAs de pacientes 

com DAP. Este estudo nos demonstra que os miRNAs que tiveram sua 

expressão alterada nesses pacientes na sua maioria, possuem alvos 

envolvidos com angiogênese e inflamação. Stather e colaboradores, 

identificaram 53 miRNAs diferentemente expressos, quando comparado aos 

indivíduos saudáveis, destes 34 estavam com uma menor expressão e 19 com 

uma maior expressão. Após algumas validações, destes 34 restaram 

significativamente diferentes apenas 12 miRNAs (miR-let-7e, -15b, -16, 20b, -

25, -26b, -27b, -28-5p, -126, -195, -335 e -363). Com esse estudo, os autores 

sugerem um possível papel diagnóstico dos miRNAs em pacientes com DAP 
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(Stather et al., 2013). Além disso, o mesmo grupo mostrou em outro estudo a 

expressão de c-miRNAs em pacientes com PAD associados a aneurisma 

aórtico abdominal e encontraram 4 miRNAs alterados nesses pacientes quando 

comparado a indivíduos saudáveis (miR-let-7e, -15b, 196b e -411) (Stather et 

al., 2015). 

Além disso, outro recente estudo tentou mostrar a relação da expressão 

dos c-miRNAs -130a, -27b e 210 e estresse oxidativo em pacientes com DAP, 

nesse estudo foi demonstrado que a expressão desses miRNAs estão 

aumentadas na circulação desses pacientes e esses miRNAs possuem como 

alvo marcadores de estresse oxidativo, como TBARS isoprostanos (Signorelli 

et al., 2016). 

Entretanto, esses estudos analisaram o perfil de c-miRNAs nos 

pacientes com DAP em repouso. No entanto, como dito anteriormente, o 

exercício aeróbico (caminhada) é responsável por ocasionar ciclos de 

isquemia-reperfusão nesses pacientes e esses ciclos desencadeiam uma série 

de mecanismos intracelulares, como um aumento da inflamação e de estresse 

oxidativo, que podem ser regulados por miRNAs. Porém, até o momento não 

há dados se os miRNAs participam desses processos desencadeados pela a 

caminhada em pacientes com DAP. 
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    4. MATERIAL E MÉTODOS 

     4.1 Amostra  

 Para este estudo, treze pacientes com DAP estágio II foram recrutados 

do Ambulatório da Disciplina de Cirurgia Vascular do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. Este projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (Parecer 189.465). 

 Como critérios de inclusão no estudo, os indivíduos deveriam apresentar 

as seguintes características: 1) ITB ≤ 0,9 em pelo menos um dos membros 

inferiores; 2) Estágio II da DAP, segundo os critérios de Fontaine; 3) 

capacidade de caminhar em esteira pelo menos 2 minutos com velocidade de 

3,2 km/h.  

Além disso, não foram incluídos no estudo os indivíduos que tinham os 

seguintes critérios: 1) presença de úlceras nos pés e/ou pernas; 2) isquemia 

crítica; 3) inabilidade para andar em esteira rolante; 4) hipertensão e/ou 

diabetes descontrolada; 5) infarto do miocárdio recente; 6) tenham sido 

submetidos a angioplastia ou qualquer procedimento cirúrgico vascular nos 

membros inferiores e 7) que estavam recebendo tratamento medicamentoso 

com antibióticos, antioxidantes, pentoxifilina ou cilostazol. Os pacientes foram 

submetidos a duas sessões de familiarização com o teste progressivo em 

esteira rolante. Foram excluídos pacientes que apresentaram variação na 

distância percorrida superior a 15% entre o primeiro e o segundo teste, os 

indivíduos que não tomaram a NAC corretamente. Foram incluídos no total 13 

pacientes. Destes pacientes, 3 indivíduos não completaram o protocolo 

experimental pelos seguintes motivos: um paciente retirou o consentimento 
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após a primeira sessão, um paciente desenvolveu uma úlcera isquêmica no pé. 

Outro paciente foi excluído devido a dificuldades técnicas durante uma sessão 

experimental (queda de energia). Assim, o projeto foi desenvolvido com 10 

pacientes. 

4.2 Avaliação clínica  

Todos os voluntários foram avaliados por um médico, que levantou o 

histórico de saúde e o uso de medicamentos, além de fazer uma avaliação 

clínica e ortopédica. Foram excluídos do estudo, os indivíduos que não se 

enquadraram nos critérios descritos anteriormente e também aqueles que 

apresentaram problemas ortopédicos que contraindicassem o exercício. Os 

indivíduos foram instruídos a não modificar a medicação (tipo e dose) durante 

todo o estudo e, se houvesse modificação, o indivíduo seria excluído do 

estudo.     

 4.3 Diagnóstico da doença arterial periférica 

 O diagnóstico da DAP foi feito pelos seguintes critérios: 1) ITB em 

repouso (Hirsch et al., 2006; Norgren et al., 2007) e 2) classificação de 

Fontaine II, com presença de sintomas de claudicação, como dor, câimbra, 

ardência e formigamento nos membros inferiores durante um teste de esforço 

máximo (Hirsch et al., 2006; Norgren et al., 2007). Para tanto, as PAS do braço 

e do tornozelo foram medidas em triplicata nos dois membros.  

 A aferição da pressão arterial no braço foi feita com o uso de um 

estetoscópio da marca Littman e esfigmomanômetro de coluna de mercúrio. 

Para estas medidas, os indivíduos eram colocados em um ambiente calmo e 

deveriam ficar em repouso deitado por pelo menos 5 minutos. O manguito foi 

colocado no braço do indivíduo, cerca de 2 a 3 cm acima da fossa antecubital, 
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centralizando a bolsa de borracha sobre artéria braquial. Após posicionar a 

campânula do estetoscópio sobre a artéria braquial, o manguito era inflado até 

20 mmHg acima do nível estimado da PAS e desinflado lentamente. A 

determinação da PAS foi feita no momento do aparecimento do primeiro som 

(fase I de Korotkoff).  

 Para a medida da PAS no tornozelo foi utilizado um equipamento 

Doppler ultrassom (Direcional DD702, IMBRACRIOS®). Foi colocado um 

manguito na perna dos indivíduos dois a três cm acima do maléolo medial, que foi 

inflado até 20 mmHg acima do nível estimado da pressão arterial sistólica e 

desinflado lentamente. A PAS foi determinada pelo aparecimento do primeiro 

som detectado pelo equipamento Doppler durante a desinflação.  

 As duas medidas (braço e tornozelo) foram realizadas simultaneamente 

por dois avaliadores experientes. Em posse desses dados, foi calculado o ITB de 

cada lado do corpo por meio da divisão da pressão arterial sistólica do tornozelo 

pela pressão arterial sistólica do braço. A presença da DAP nestes indivíduos foi 

caracterizada por um ITB ≤ 0,90 em repouso em um ou nos dois membros.  

	 Como exame auxiliar, a palpação dos pulsos arteriais periféricos 

(femoral, poplíteo, tibial posterior e pedal) (Hirsch et al., 2006; Norgren et al., 

2007) foi realizada nos dois membros inferiores por um médico experiente, com 

o objetivo de verificar o local da obstrução na artéria em cada membro afetado.  

4.4 Diagnóstico de obesidade 

O peso e a estatura foram medidos em uma balança (Welmy) e o índice 

de massa corporal (IMC) foi calculado pelo quociente entre o peso (kg) e o 

quadrado da estatura (m2). Participaram do estudo apenas os indivíduos com 

IMC ≤ 35kg/m2. 
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	 4.5 Medida da pressão arterial 

 A pressão arterial dos indivíduos foi medida em ambos os membros 

superiores, utilizando o método auscultatório, com um esfigmomanômetro de 

coluna de mercúrio e empregando-se as fases I e V dos sons de Korotkoff para 

a identificação dos valores de PAS e pressão arterial diastólica (PAD), 

respectivamente. As medidas foram realizadas com os indivíduos sentados em 

repouso por pelo menos 5 minutos. Foram medidas a pressão arterial em cada 

braço, até que se obtivesse 3 valores consecutivos com diferença inferior a 5 

mmHg, e este procedimento foi realizado em duas visitas ao laboratório em 

dias distintos. Para a definição do valor da pressão arterial, foram considerados 

os valores obtidos no braço com maior pressão arterial e foi calculada a média 

das seis medidas válidas (diferença inferior a 5 mmHg neste braço) 

(Hipertensão, 2010). Somente foram incluídos no estudo os voluntários com 

PAS e PAD menores que 160 e 105 mmHg, respectivamente. Estes são os 

valores aceitos pelo American College Sports Medicine para se iniciar sessões 

de exercício físico ("American College of Sports Medicine Position Stand. 

Exercise and physical activity for older adults," 1998). 

4.6 Administração de NAC/Placebo 

O antioxidante NAC e o placebo foram administrados por meio de 

pastilhas efervescentes com 900 mg de NAC e com sabor artificial de frutas 

selvagens (PharmaNAC, BioAdvantex Pharma Inc). Os pacientes foram 

instruídos a tomar 2 pastilhas por dia, no almoço e no jantar, respectivamente, 

nos 4 dias que antecederem a sessão experimental (somando na fase com 

NAC uma dose diária de 1800 mg). No quinto dia (sessão), os pacientes 
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receberam 3 pastilhas efervescentes (totalizando 2700 mg de NAC na sessão 

sob essa medicação). 

As reações adversas à administração de NAC são raras, sobretudo após 

ingestão por via oral (Ghosh et al., 2010). Contudo, doses mais altas (>70 

mg/kg) podem se associadas a reações gastrointestinais (náusea, diarreia, 

dispepsia), sonolência, sensação de desfalecimento e reações periféricas como 

prurido, conjuntivite alérgica e eritema. Para monitorar eventuais reações 

adversas à ingestão da droga, um médico estava à disposição durante todo o 

estudo. O uso do medicamento seria imediatamente interrompido no caso de 

aparecimento de qualquer efeito colateral e, se necessário, seria utilizado um 

anti-histamínico (difenidramina) (Ghosh et al., 2010). 

4.7 Protocolo Experimental 

Os pacientes que se voluntariaram participar do estudo realizaram 

quatro visitas ao laboratório. Os pacientes foram, inicialmente, convidados a 

visitar o laboratório em dois dias consecutivos para a familiarização com o teste 

da caminhada em esteira rolante. Os pacientes que demonstraram boa 

reprodutibilidade nas distâncias percorridas (variação <15% na distância 

máxima percorrida) foram incluídos no estudo e convidados a retornar ao 

laboratório para duas sessões experimentais, separadas por, pelo menos, 19 

dias.  

Em ordem aleatória, os pacientes receberam, antes de cada sessão, 

NAC ou placebo por 4 dias consecutivos. No quinto dia após o início da 

medicação, a sessão aguda de exercício aeróbio máximo foi realizada e os 

pacientes retornaram ao laboratório e receberam uma dose adicional do 

composto ou do placebo uma hora antes da realização do teste de caminhada. 
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 Após a finalização da primeira sessão experimental, foi realizado um 

período de, no mínimo, 19 dias sem nenhum dos tratamentos (nem placebo 

nem NAC, chamado de washout) e, então, os voluntários receberam o segundo 

tratamento por 4 dias e realizaram a segunda sessão experimental.  

Para a realização das sessões experimentais, os pacientes foram 

instruídos a não realizarem atividades físicas extenuantes por pelo menos 48 

horas e não consumirem bebidas alcoólicas por pelo menos 48 horas antes do 

experimento. Eles deveriam ainda fazer uma refeição leve 2 horas antes da 

sessão experimental e não deviam ingerir nessa refeição substâncias que 

modifiquem as respostas cardiovasculares, como café, chá, etc. Os pacientes 

foram questionados quanto à alimentação no dia da primeira sessão 

experimental e foram instruídos a consumir uma dieta semelhante no dia da 

segunda sessão. 

As sessões tiveram duração aproximada de três horas e ocorreram no 

período da tarde. O desenho experimental dessas sessões está apresentado 

na Figura 3. Após chegarem ao laboratório, os pacientes tinham um cateter 

introduzido em uma veia na região antecubital do braço esquerdo para a 

retirada de amostras sanguíneas durante a sessão experimental. Esse cateter 

foi mantido patente por salinização. Após ~10 minutos (min) de repouso na 

posição supina, a primeira amostra de sangue (15 ml) foi retirada. Os pacientes 

receberam a solução experimental (NAC/placebo) e repousaram por 1 hora. 

Estudos anteriores mostraram que a concentração de pico de NAC no sangue 

ocorre em torno de 60 min após a ingestão oral (Borgstrom & Kagedal, 1990; 

Borgstrom, Kagedal, & Paulsen, 1986). Durante este período de repouso, nos 

30 min finais, os pacientes deitaram e foram instrumentados com manguitos na 
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perna e no braço esquerdo para avaliação da capacidade vasodilatadora. Ao 

final dos 60 min, uma segunda amostra de sangue (15 ml) foi coletada. Em 

seguida, a pressão arterial e a frequência cardíaca foram medidas em triplicata 

e foi realizado o protocolo de avaliação da capacidade vasodilatadora da perna 

mais afetada. Essa avaliação teve duração aproximada de 20-25 min. Em 

seguida, os pacientes realizaram um teste progressivo em esteira rolante. Ao 

final do teste, eles retornaram imediatamente à posição deitada e uma nova 

coleta de sangue foi realizada (15 ml). Após 30 min, nova amostra de sangue 

foi coletada (15 ml), a pressão arterial e a frequência cardíaca foram medidas 

em triplicada e, em seguida, a capacidade vasodilatadora foi avaliada. 

 

 

Figura 3: Protocolo experimental. Os pacientes receberam NAC ou placebo 

(ordem aleatória) por 4 dias consecutivos e no quinto dia retornaram ao 

laboratório para realizar o protocolo experimental delineado acima. Uma dose 

final do composto ou placebo foi administrada e após uma hora de repouso foi 

realizado um teste para avaliação da função vascular e um teste incremental 

em esteira rolante. Quatro amostras de sangue foram coletadas durante o 

protocolo para mensuração de marcadores plasmáticos de estresse oxidativo, 

substâncias vasoativas e marcadores inflamatórios. 
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4.8 Técnicas e medidas  

 4.8.1 Teste progressivo máximo  

 O teste progressivo máximo foi realizado com protocolo específico para 

a população com DAP (Gardner, Skinner, Cantwell, & Smith, 1991). O teste 

iniciou e se manteve em velocidade constante de 3,2 km/h, com incrementos 

de 2% de inclinação a cada dois minutos até a exaustão. Durante o teste, a 

frequência cardíaca foi continuamente monitorada por um eletrocardiógrafo 

(Cardio Perfect) e foi registrada ao final de cada minuto. A pressão arterial foi 

medida a cada 2 minutos com o método auscultatório descrito anteriormente. A 

percepção da dor e do esforço foram verificadas a cada minuto, 

respectivamente, pela utilização da escala de dor de 1-10 e da escala de 

esforço de 6-20 de Borg (Borg, 1990). No momento em que o indivíduo relatava 

o início do sintoma de dor no membro inferior foi anotado a distância de 

claudicação. O teste foi interrompido quando o indivíduo não suportava mais a 

dor e, neste momento, foi anotada a distância total de marcha. O consumo de 

oxigênio (VO2) foi continuamente medido a cada ciclo respiratório por um 

analisador de gases computadorizado (MGC – CPX/D). O VO2 pico foi 

estabelecido pelo valor mais alto obtido durante o esforço em médias de 30 

segundos.  

 4.8.2 Índice tornozelo-braquial 

 O ITB foi determinado com auxílio de Doppler vascular. As PAS das 

artérias braquiais e pediosas/tibiais foram medidas bilateralmente. As pressões 

arteriais foram medidas simultaneamente por dois avaliadores treinados para 

essas coletas. Para as medidas, os indivíduos deveriam permanecer deitados, 

em decúbito dorsal. O índice foi calculado para cada membro inferior, 
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utilizando-se a maior PAS dos braços como denominador e a menor pressão 

de tornozelo como numerador. 

 4.8.3 Fluxo sanguíneo basal e primeira onda do fluxo após 

hiperemia reativa à isquemia   

O fluxo sanguíneo da musculatura ativa (perna) foi medido pela técnica 

de pletismografia de oclusão venosa (Wilkinson & Webb, 2001). Para tanto, o 

fluxo foi medido na perna com maior obstrução (menor ITB). As medidas de 

fluxo arterial muscular da perna foram realizadas enquanto o fluxo arterial para 

o pé estava ocluído pelo manguito colocado em torno do tornozelo, e inflado 

com uma pressão de 200 mmHg. Para as medidas, foi colocado um manguito 

na coxa (2 cm abaixo da dobra do joelho), que foi inflado rapidamente (E20 

Rapid Cuff Inflator, AG101 Air Source) em níveis sub diastólicos, mas um 

pouco acima da pressão venosa (40 a 60mmHg) para ocluir o retorno venoso. 

Esta inflação foi mantida por 10 segundos e foi seguida de 10 segundos de 

deflação, completando ciclos de 20 segundos cada. Os aumentos do volume 

da perna foram percebidos por sensores “mercury-in-silastic strain gauges” 

(Hokanson, AI-6) posicionados na maior circunferência da perna. A medida de 

repouso foi realizada por 4 min, totalizando 12 medidas. Foi calculado a média 

dos 10 ciclos, eliminando-se o primeiro e o último, o que foi usado para 

determinar o fluxo sanguíneo.  

Foi avaliado também a hiperemia reativa pico definida como primeira 

onda do fluxo imediatamente após a técnica de hiperemia reativa à isquemia. 

Para esta avaliação, após a medida do fluxo sanguíneo basal, o manguito 

posicionado acima do joelho foi insuflado rapidamente até 200 mmHg e essa 

oclusão foi mantida por 5 min. Durante o último minuto de oclusão arterial, o 
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paciente realizou movimentos com os pés, para potencializar o efeito da 

isquemia sobre o endotélio. Em seguida, o manguito foi desinflado e foi 

registrado o fluxo sanguíneo da perna por 4 min, com a técnica descrita no 

registro basal e foi utilizado a primeira onda do fluxo sanguíneo como 

resultado. Os resultados são expressos em ml de sangue.100 ml tecido-1.min-1. 

4.9 Análises moleculares e bioquímicas   

4.9.1 Extração de RNA 

O RNA total foi extraído do sangue total dos pacientes, coletado em 

tubos PAXgene™ Blood RNA System (Sistema de Colheita de RNA no 

Sangue), este é constituído por um tubo de colheita de sangue (PAXgene™ 

Blood RNA Tube) e um kit de purificação de ácidos nucleicos (PAXgene™ 

Blood RNA Kit) específico para extração do RNA. Este RNA foi utilizado para a 

realização do microarray de microRNAs, para a confirmação dos miRNAs e 

quantificação da expressão dos seus alvos por PCR em tempo real. 

4.9.2 Microarray de microRNAs 

A plataforma de microarray foi realizada baseado no sistema miRBase 

Versão 17.0, com chip 3.0. Foi utilizado amostras de RNA total de amostras 

sanguíneas de todas as coletas da sessão experimental de 3 pacientes. O 

experimento foi realizado com os kits da companhia AFFYMETRIX, 

possibilitando assim a determinação de um perfil de expressão dos miRNAs na 

corrente sanguínea desses pacientes. 

Nessa técnica, foi feito inicialmente o anelamento da cauda Poli-A no 

RNA total seguido da ligação com DNA marcado com biotina. Após essa 

primeira parte do experimento, fomos testar através do ensaio de ELOSA se 

esse anelamento e a ligação da biotina funcionaram. 
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Após esses testes nas amostras de RNA, a hibridização foi realizada por 

incubação dos chips, overnight, 50oC, sob agitação. No chip, cada probe 

consiste de um nucleotídeo modificado quimicamente que codifica segmentos 

complementares ao miRNA alvo e um segmento espaçador de propilinoglicol 

para estender o segmento codificante a partir do substrato. Após a 

hibridização, os chips foram submetidos a estação de lavagem para posterior 

detecção de fluoróforos específicos para cada amostra. As detecções das 

imagens foram feitas utilizando um scanner laser (Affimetrix). 

Os dados gerados foram analisados primeiramente subtraindo o 

background e então normalizando os sinais para balancear as intensidades dos 

fluoróforos de forma que a razão da expressão diferencial pudesse ser 

calculada. Para isso foram utilizados os softwares Expression Console para o 

controle de qualidade e normalização dos chips e o Transcriptome Analysis 

Console para se obter os valores de expressão (expressos em Log2) e análise 

estatística. 

4.9.3 Expressão gênica 

Foi analisado a expressão gênica dos c-miRNAs -620 (INV479104),        

-199b-3p (477961) (Applied Biosystems), os quais apresentaram expressão 

alterada pela NAC, após a realização do exercício aeróbico máximo, quando 

avaliado pela análise de microarray de microRNAs das amostras de sangue 

total dos pacientes com DAP. Ainda, foi analisado a expressão dos c-miRNAs -

126 (INV 2228), -100 (INV 2142) e -92a (INV477827) (Applied Biosystems), por 

serem miRNAs importantes no processo de angiogênese e isquemia. Além 

disso, foi analisado a expressão gênica dos alvos desses miRNAs. 
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  - Síntese do cDNA do RNAm dos alvos dos miRNAs 

Para conversão de RNA em cDNA foi utilizado 1µg. mL-1 de RNA total, 

1µL de dNTP mix 10nM, 1µL de random hexamers (50 ng. µL-1) e 8µL de H2O 

DEPC, de acordo com o fabricante (Invitrogen, Brasil).  

  - Síntese do cDNA dos RNAms dos miRNAs 

  O cDNA para a análise dos miRNAs foram sintetizados a partir do RNA 

total utilizando primers gene-específicos de acordo com o protocolo de ensaio 

MicroRNA TaqMan (Applied Biosystems). Os 15 µl de reação obtidos do 

protocolo de transcrição reversa MicroRNA TaqMan (Applied Biosystems) 

foram incubados em um termociclador por 30 min a 16oC, 30 min a 42oC, 5 min 

a 85oC e, em seguida foi mantido a 4oC até a sua utilização na montagem do 

PCR em tempo real. 

- Reação em cadeia da polimerase em tempo real dos alvos dos 

miRNAs  

O ensaio da análise da expressão gênica dos alvos dos miRNAs foram 

feitos de acordo com o protocolo descrito por Taqman Gold RT-PCR kit. Nesse 

ensaio, a primeira fita de cDNA (1-6 µl) foi amplificada em 25 µl de reação 

contendo 12,5 µl de Taqman transcriptase reversa, 2x da mistura SYBR Green 

PCR Master mix (Applied Biosystems) e primers específicos para o gene 

desejado (900nM). Os primers foram desenhados utilizando o software Primer 

3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3www.cgi). Foi utilizado como 

controle normalizador o gene da ciclofilina.  

Os primers utilizados foram: PI3KR2 (sense: 5’CTA CAA CCT GTA CGG 

GTC GCT GAA GGA G 3’, antisense: 5’CTGGATGTGGCTGGTCTGGTCCGT-

3’), SPRED-1 (sense: 5' CGT GTG ACA TAG CGA TGA CAA GTT CTG C 3', 
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antisense: 5' CGA TGG CAC ATT CTC AAA GGG ACG TAG 3'), VEGF (sense: 

5' TCT CTC TCT CCC AGA TCG GTG ACA GTC AC 3', antisense: 5' TCA AAG 

GAA TGT GTG GTG GGG ACA GC 3'), eNOS (sense: 5' CGG GAT CAG CAA 

CGC TAC CAC GAG 3', antisense: 5' CTG TCG CTC CTG CAA AGA AAA ACT 

CTG G 3'), HIF-1α (sense: 5' GAC AAG CCA CCT GAG GAG AG 3', antisense: 

5' AGA AGA GAA GGA AAG GCA AGT CC 3'), ITGA5 (sense: 5’ TTC TTC 

AAA CGC TCC CTC CCA TAT GG 3’, antisense: 5’ CCT TCA AGT ATG TCT 

CTG GGC TGG GGA 3’), mTOR (sense: 5' TTT GAG CAT GCC GTC AAT AAT 

ACA G 3', antisense: 5' ATA ATT GGT TCT TCG GTC AAA CCA C 3') 

ciclofilina (sense: 5’-AAT GCT GGA CCA AAC ACA AA -3’, antisense: 5’-CCT 

TCT TTC ACC TTC CCA AA -3’). 

- Reação em cadeia da polimerase em tempo real dos microRNAs (real 

time RT-PCR) 

A fim de confirmar as alterações de expressão gênica dos miRNAs 

encontrados na técnica de microarray de microRNA, foram realizadas análises 

da expressão gênica dos miRNAs por PCR em tempo real de acordo com o 

protocolo de ensaio descrito por Taqman MicroRNA (Applied Biosystems). Dos 

20 µl de PCR inclui 1.33 µl produto do RT, 10 µl de TaqMan Universal PCR 

master mix II (2×), 7.67 µl de água livre de nuclease e 1 µl de primers e sonda 

mix do protocolo de ensaio MicroRNA TaqMan para os miRNAs. Foi utilizado 

como controle normalizador o gene U6, gene que já é utilizado como 

normalizador em outros estudos do nosso laboratório (Fernandes et al., 2011; 

Soci et al., 2011).  

 Os passos do PCR em tempo real foram os seguintes: 1) desnaturação 

a 95oC por 10 min para a ativação da enzima AmpliTaq Gold; 2) 45 ciclos a 
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95oC por 15 segundos (denaturação) e 60oC por 1 min (anelamento). As 

fluorescências foram lidas em detector ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems). 

4.9.4 Avaliação de marcadores inflamatórios e de estresse oxidativo 

na circulação  

As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo heparina e 

rapidamente centrifugadas (300 rpm, 10 min, 4°C). O plasma foi então 

transferido para tubos de microcentrífuga (1.5ml) e armazenados a -80°C até a 

análise. Os níveis plasmáticos de ET-1, MCP-1, ICAM-1, VCAM-1, 8-

isoprostano (R&D system a biotechne brand), TBARS e glutationa (Cayman 

Chemical) foram mensurados por meio de ensaio imunossorvente ligado a 

enzima (ELISA) de acordo com as instruções do fabricante. 

4.10 Análise estatística 

Para as análises do impacto do tratamento com NAC no tempo de 

caminhada e nas respostas hemodinâmicas e cardiopulmonar foi utilizado a 

análise de teste T de Student pareado. 

Para a análise do microarray de microRNA foi utilizado a análise de teste 

T de Student pareado para comparação entre os valores após exercício entre 

as sessões Droga e Placebo e foi utilizado a análise de variância ANOVA de 

uma via de medidas repetidas para as análises entre os tempos das sessões 

experimentais com Placebo e com Droga.  

Os dados de expressão gênica dos miRNAs e de seus alvos, além dos 

dados dos marcadores inflamatórios e estresse oxidativo foram analisados 

utilizando a análise de variância ANOVA de duas vias de medidas repetidas. 

Quando encontrado diferenças significativas na análise de variância 

ANOVA foi utilizado o teste post-hoc de Tukey (Statistica software, StatSoft, 
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Inc.). Foi adotado para todos os experimentos um p< 0,05 de significância. 

Todos os resultados serão apresentados na forma de média ± erro padrão. 
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5. RESULTADOS  

No presente estudo foram obtidos os resultados referentes aos testes de 

familiarização, tempo de teste na distância inicial de claudicação e na distância 

máxima de caminhada e o impacto do tratamento com NAC na sessão aguda 

de exercício aeróbico máximo nas seguintes variáveis: nas respostas 

hemodinâmicas e cardiopulmonar, fluxo sanguíneo basal e hiperemia reativa 

pico, marcadores de estresse oxidativo no plasma (glutationa, substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico, 8-isoprostano) e marcadores inflamatórios no 

plasma (ET-1, MCP-1, ICAM-1, VCAM-1). 

Em relação à análise dos miRNAs, foi realizado a expressão gênica de 

c-miRNAs pela técnica de microarray e a confirmação gênica dos miRNAs - 

620 e -199b-3p. Além disso, foi realizado a expressão gênica dos miRNAs -

126, 92a, -100 por serem relacionados com angiogênese e de alvos 

específicos desses miRNAs. 
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5.1 Características demográficas 

Os pacientes com DAP do sexo masculino foram recrutados do 

Ambulatório de CI do Hospital das Clínicas da USP.  Como dito anteriormente, 

ao todo, treze pacientes foram incluídos no estudo, porém, após exclusões o 

estudo está sendo desenvolvido com 10 pacientes. As características 

demográficas e clínicas dos 10 pacientes, que finalizaram todo o protocolo 

experimental estão delineadas na tabela 1. 

Tabela 1 – Características demográficas e clínicas dos pacientes com DAP. 

No. 10 
Idade, anos 62±2 
Peso corporal, Kg 72±3 
Índice de massa corpórea, Kg/m2 26±1 
ITB (perna mais afetada)  0,49±0,04 
ITB (perna menos afetada) 0,65±0,07 
Raça, % Brancos 60 
Fumantes, % 60 
Diabetes mellitus, % 40 
Medicação, (%)  
      Ácido acetilsalicílico 80 
      Estatinas 80 
      Agentes anti-hipertensivos   
            β-bloqueador 10 
            Diuréticos 70 
            Bloqueador de canais de cálcio 40 
            Inibidor da ECA 50 
            Antagonista do receptor de 
angiotensina II 

20 

       Inibidores da xantina oxidase 20 
       Metformina  40 

 
Os resultados estão apresentados como média ±erro padrão ou porcentagem. 

ITB: índice tornozelo-braquial, ECA: Enzima conversora da angiotensina I. 
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5.2 Testes de familiarização 

 Antes de iniciar o protocolo experimental, os pacientes realizaram dois 

testes de familiarização com exercício em esteira rolante. Conforme 

demonstrado abaixo (Figura 4), não houve diferença significativa entre os 

testes no que se refere ao tempo de caminhada sem dor e até a exaustão. 

Além disso, a reprodutibilidade para determinação do tempo de caminhada até 

o início da dor (coeficiente de correlação intraclasse: R=0.76) e para a o tempo 

até a exaustão (coeficiente de correlação intraclasse: R=0.98) foram 

excelentes. 

 

 

Figura 4: Tempo de caminhada sem dor e máximo durante os testes de 

familiarização com o teste incremental em esteira rolante. 
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5.3 Impacto do tratamento com NAC no tempo de caminhada na 

sessão aguda de exercício aeróbico máximo 

O impacto do tratamento com NAC sobre o tempo de caminhada nos 

pacientes com DAP está demonstrado na Figura 5. Não houve diferença entre 

os dois tratamentos (NAC/Placebo) no tempo até o início da dor (Placebo: 

294±49 vs. NAC: 299±45s, p=0.86) e até a exaustão (Placebo: 606±73 vs. 

NAC: 588±75s, p=0.59) durante a realização do exercício aeróbico máximo nos 

pacientes com DAP (Figura 5).  

 

 

Figura 5: Tempo de caminhada até o início da dor e tempo máximo após o 

tratamento com placebo ou NAC.  
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5.4 Impacto do tratamento com NAC nas respostas hemodinâmicas 

e cardiopulmonar na sessão aguda de exercício aeróbico máximo  

O impacto do tratamento com NAC sobre o VO2 Pico, frequência 

cardíaca máxima, PAS, PAD e ITB dos pacientes com DAP na sessão aguda 

de exercício máximo estão apresentados na tabela 2. Nenhum dos parâmetros 

analisados sofreram impacto significante do tratamento com NAC em repouso 

e após a realização do exercício aeróbico máximo. 

Tabela 2 – Respostas hemodinâmicas e cardiopulmonar a sessão aguda de 

exercício aeróbico máximo. 

 PLACEBO NAC 
VO2 Pico (ml.kg-1.min-1) 14,8±1,1 15,1±1,1 

FC Máxima (bpm) 112±6 113±6 

PAS (mmHg)   

          Repouso 127±5 129±7 

          Pico 174±9 171±11 

PAD (mmHg)   

          Repouso 73±4 74±4 

          Pico 80±6 81±4 

Pressão Tornozelo (mmHg)   

          Repouso 78±6 83±6 

          5 min após o teste máximo 62±5 61±11 

 

Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão. VO2 Pico = 

consumo de oxigênio no pico do exercício; FC = frequência cardíaca; PAS = 

pressão arterial sistólica; PAD = pressão arterial diastólica. 
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5.5 Impacto do tratamento com NAC no fluxo sanguíneo basal e na 

hiperemia reativa pico em repouso e em resposta a sessão aguda de 

exercício aeróbico máximo  

A Tabela 3 apresenta os resultados referente ao impacto do tratamento 

com NAC no fluxo sanguíneo basal e na hiperemia reativa pico da perna em 

repouso e em resposta a sessão aguda de exercício aeróbico máximo nos 

pacientes com DAP. Conforme mostrado na tabela abaixo, o fluxo sanguíneo 

basal da perna foi maior após o exercício aeróbico máximo, mas não sofreu 

nenhum impacto do tratamento com NAC. Entretanto, a hiperemia reativa pico 

da perna não foi significativamente diferente após o exercício aeróbico máximo 

e também não sofreu nenhum impacto do tratamento com NAC. 

Tabela 3 -  Impacto do tratamento com NAC no fluxo sanguíneo basal e na 

hiperemia reativa pico da perna em repouso e em resposta a sessão aguda de 

exercício aeróbico máximo em pacientes com DAP. 

 Placebo NAC p  

Fluxo basal (ml sangue.100 ml tecido-1.min-1)   Sessão 0,90 

          Repouso 1,23±0,14 1,19±0,15 Estágio 0,00 

          Após exercício 1,74±0,41* 1,81±0,55 * Interação 0,21 

1a Onda (ml sangue.100ml tecido-1.min-1)   Sessão 0,33 

          Repouso 4,01±0,75 4,81±0,99 Estágio 0,61 

          Após exercício 5,52±1,03 4,84±1,53 Interação 0,14 

 
Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão. 1a Onda = 

hiperemia reativa pico. * p < 0,05 vs Fluxo em repouso. 
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5.6 Impacto do tratamento com NAC nos marcadores inflamatórios 

em repouso e em resposta a sessão aguda de exercício aeróbico máximo 

 A Figura abaixo (Figura 6) nos mostra os resultados referentes ao 

impacto do tratamento com NAC na concentração plasmática de MCP-1, 

VCAM-1, ICAM-1 e ET-1 em repouso, 1 hora após ingestão de NAC/Placebo, 5 

e 30 minutos após o exercício aeróbico máximo nos pacientes com DAP.  

Como podemos observar o exercício aeróbico máximo promoveu 

elevação nos níveis plasmáticos de MCP-1 e VCAM-1 (5 min pós -exercício) 

(p<0,05), entretanto esses níveis não permaneceram elevados 30 min após – 

exercício. Os níveis plasmáticos de ET-1 foram superiores imediatamente (5 

min pós-exercício) e 30 minutos após o exercício aeróbico máximo (p<0,05). 

Os níveis plasmáticos de ICAM-1 e PCR não foram alterados com o exercício 

aeróbico máximo. Entretanto, o tratamento com NAC não promoveu nenhuma 

modificação nos níveis plasmáticos de nenhum marcador inflamatório.  
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Figura 6: Concentração plasmática de MCP-1, sVCAM-1, ET-1 e sICAM-1 no 

repouso, 1 hora após a ingestão de NAC ou Placebo e 5 e 30 min após a 

realização do exercício. * diferença vs repouso, (p<0.05). 
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          5.7 Impacto do tratamento com NAC nos marcadores de estresse 
oxidativo plasmático em repouso e em resposta a sessão aguda de 
exercício aeróbico máximo 

A Figura 7 representa os resultados referentes ao impacto do tratamento 

da NAC na concentração plasmática de glutationa (razão GSH/GSSG),TBARS 

e 8-isoprostano em repouso, 1 hora após ingestão de NAC/Placebo, 5 e 30 

minutos após o exercício aeróbico máximo nos pacientes com DAP.  

O exercício aeróbico máximo promoveu alterações nos níveis 

plasmáticos do TBARS (p<0,05), mas não nos níveis plasmáticos de Glutationa 

e 8-isoprostano. O tratamento prévio com NAC não promoveu nenhuma 

modificação nos níveis plasmáticos da glutationa, observado no período 

repouso. Entretanto, 1 hora após a ingestão de NAC, observou-se maiores 

níveis plasmáticos de glutationa quando comparado ao repouso e a sessão 

com tratamento de placebo. Além disso, esses níveis se mantiveram elevados 

5 e 30 minutos após o exercício máximo tanto quando comparado aos níveis 

de repouso e quando comparado aos níveis de glutationa na sessão com 

tratamento de placebo (p<0,05). Nas outras variáveis de estresse oxidativo 

estudada (TBARS e 8-isoprostano), o tratamento com NAC não promoveu 

nenhuma alteração. 
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Figura 7: Concentração plasmática da glutationa representada pela razão 

entre GSH/GSSG, TBARS (% do repouso placebo) e 8-isoprostano (% do 

repouso placebo) no repouso, 1 hora após a ingestão de NAC ou Placebo, e 5 

e 30 min após a realização do exercício. * diferença vs repouso; † diferença vs 

Placebo, (p<0.05). 
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5.8 Microarray de microRNA  

 Para a análise do perfil de expressão dos c-miRNAs dos pacientes com 

DAP, primeiramente realizamos a expressão gênica dos miRNAs pela técnica 

de microarray de microRNAs.  

Os resultados serão apresentados separadamente para sessão aguda 

de exercício aeróbico máximo sem e com uso de NAC, além da comparação da 

amostra coletada após a realização do exercício aeróbico máximo entre as 

duas sessões experientes realizadas pelos pacientes com DAP. 

5.8.1 Resultado da expressão diferencial de microRNAs da sessão 

aguda de exercício aeróbico máximo sem o uso de NAC 

Para essa análise foram selecionados os c-miRNAs com expressão 

alterada após a realização do exercício aeróbico máximo comparado aos dois 

momentos coletados anteriores a realização do exercício com intuito de 

identificar miRNAs que participam dos efeitos agudos do exercício aeróbico 

máximo em pacientes com DAP. 

Primeiramente foi realizada uma seleção considerando uma diferença de 

expressão dos c-miRNAs após a realização do exercício aeróbico máximo 

quando comparado aos outros 2 momentos e com p<0,05, resultado 

apresentado na Figura 8. De acordo com essa análise, 78 c-miRNAs tiveram 

sua expressão alterada após a realização do exercício aeróbico máximo 

quando comparado aos outros dois momentos. 
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Figura 8 – Heatmap dos miRNAs diferentemente expressos na corrente 

sanguínea dos pacientes com DAP submetidos a sessão aguda de exercício 

aeróbico máximo sem uso de NAC. 1 = Repouso, 2 = 1 hora após ingestão 

Placebo/Droga, 3 = 30 min após exercício. Resultado expresso em Log2. 
Diferença significante com p < 0,05. 

Após essa primeira análise, realizamos uma segunda seleção de 

miRNAs, na qual foram selecionados c-miRNAs que tiveram sua expressão 

alterada após a realização do exercício aeróbico máximo quando comparado 

ao repouso com uma significância com p <0,01 (Figura 9). Como observado 

nos gráficos abaixo, 8 c-miRNAs (hsa-miR-1248, -4767, -493, -376a, -875-5p, -

4656, -3652, -548ac) apresentaram esse perfil de alteração. 
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Figura 9 – Expressão de miRNAs diferencialmente expressos na corrente 

sanguínea dos pacientes com DAP após a sessão aguda de exercício aeróbico 

máximo sem uso de NAC. Resultado expresso em Log2. * p < 0,01 vs repouso. 
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5.8.2 Resultado da expressão diferencial de microRNAs da sessão 

aguda de exercício aeróbico máximo com uso de NAC 

Para essa análise foram selecionados os c-miRNAs que tiveram sua 

expressão alterada após a realização do exercício aeróbico máximo 

comparado aos dois momentos anteriores a realização do exercício no período 

em que os pacientes estavam em uso de NAC. O objetivo dessa análise é 

identificar o papel da NAC na alteração de expressão de c-miRNAs e a 

associação dos efeitos agudos do exercício aeróbico máximo e do uso de NAC 

em pacientes com DAP. 

Para isso, utilizamos o mesmo critério utilizado na análise do item 

anterior. Selecionamos os c-miRNAs que apresentaram uma diferença de 

expressão após o exercício aeróbico máximo quando comparado aos outros 2 

momentos com p <0,05. Dessa forma, obtivemos 53 c-miRNAs que tiveram 

expressão alterada após a realização do exercício aeróbico máximo com uso 

da NAC, quando comparado os outros dois momentos (Figura 10). 
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Figura 10 – Heatmap dos miRNAs diferentemente expressos na corrente 

sanguínea dos pacientes com DAP submetidos a sessão aguda de exercício 

aeróbico máximo, com uso de NAC. 1 = Repouso, 2 = 1 hora após ingestão 

Placebo/Droga, 3 = 30 min após exercício. Resultado expresso em Log2. 

Diferença significante com p < 0,05. 

Após essa primeira análise, realizamos uma segunda seleção de c-

miRNAs, na qual foram selecionados c-miRNAs que tiveram expressão 

alterada após a realização do exercício aeróbico máximo com uso de NAC 

quando comparado a 1 hora após a ingestão da NAC com p <0,01 (Figura 11). 

Essa comparação foi realizada (Pós x 1hora) devido ao efeito da ingestão da 

NAC no dia da sessão experimental nos níveis plasmáticos de glutationa.  
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Como observado na figura abaixo, 12 c-miRNAs (hsa-miR-3124-3p, -

129, -20b, -1825, -1197, -4691, -630, -374a, -548, -4444, -3065-5p, -3144-5p) 

apresentaram esse perfil de alteração.  

 

Figura 11 – Expressão de miRNAs diferencialmente expressos na corrente 

sanguínea dos pacientes com DAP após a sessão aguda de exercício aeróbico 

máximo com uso de NAC. Resultado expresso em Log2. # p < 0,01 vs 1 hora. 
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5.8.3 Resultado da comparação da expressão diferencial de microRNAs 

após uma sessão aguda de exercício aeróbico máximo com e sem uso de NAC 

Após essas primeiras comparações isoladas (sessão aguda de exercício 

máximo sem e com uso de NAC), não encontramos nenhum c-miRNA que 

aparecesse com um padrão de expressão inversa ou adicional após o exercício 

quando comparado as duas análises. Devido a isso, comparamos somente o 

momento após o exercício aeróbico máximo (30min após ex) entre as duas 

sessões experimentais com o intuito de verificarmos se encontramos algum 

efeito adicional ou inverso com o uso da NAC no exercício aeróbico máximo.   

Da mesma forma, utilizamos os mesmos critérios das análises 

anteriores. Selecionamos os c-miRNAs que apresentaram uma diferença entre 

as sessões experimentais com p<0,05. Assim, como demonstrado na Figura 

12, 64 c-miRNAs apresentaram expressão diferente entre as duas sessões 

experimentais. 
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Figura 12 – Heatmap dos miRNAs diferencialmente expressos na corrente 

sanguínea dos pacientes com DAP, no momento após exercício aeróbico 

máximo em ambas sessões experimentais. 1 = Repouso, 2 = 1 hora após 

ingestão Placebo/Droga, 3 = 30 min após exercício. Resultado expresso em 

Log2. Diferença significante com p < 0,05. 

Após essa primeira análise, realizamos uma segunda seleção de c-

miRNAs, onde selecionamos c-miRNAs que tiveram expressão diferente entre 

as sessões experimentais com p <0,01 (Figura 13). Como observado abaixo, 6 

c-miRNAs (hsa-miR-620, -4445, -4268, -3960, -199b-3p, -4707-5p) 
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comportaram-se diferentes após a realização do exercício aeróbico máximo 

com e sem uso da NAC. 

 

Figura 13 – Expressão de miRNAs diferencialmente expressos na corrente 

sanguínea dos pacientes com DAP entre as sessões experimentais após a 

realização do exercício aeróbico máximo. Resultado expresso em Log2. * p < 

0,01 vs sessão experimental com uso de Placebo. 
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5.8.4 Estudo de predição in silico dos alvos dos microRNAs que foram 

alterados pela NAC após a realização do exercício aeróbico máximo 

Após essas análises do microarray dos c-miRNAs dos pacientes com 

DAP, verificou-se por análise in silico os possíveis alvos dos c-miRNAs 

alterados pela NAC após a realização do exercício aeróbico máximo. Para isso, 

utilizamos o site de pesquisa bioinformática miRWalk (http://www.umm.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/mirretsys.php) pois nesse site é possível 

verificar a lista de predição de diversos sites de pesquisa bioinformática 

simultaneamente, como TargetScan, miRanda, miRbase, Diana, do próprio 

miRWalk, entre outros. Para a análise, utilizamos os 5 sites citados acima e 

consideramos como possíveis alvos dos miRNAs pesquisados apenas os 

genes que apareceram como alvo em pelo menos 3 desses sites utilizados.  

No período em que foi realizado o estudo de predição os miRs -620 e -

199b-3p possuíam genes-alvos para humanos, porém, os miRs -4445, -4268, -

3960 e -4707-5p ainda não possuíam nenhum alvo predito nos sites de 

predição de alvos de miRNAs utilizados. 

Após essa análise, realizamos um cruzamento de todos os genes alvos 

preditos desses 2 miRNAs utilizando o site de pesquisa de bioinformática 

(DAVID - https://david.ncifcrf.gov) para verificarmos em quais vias de 

sinalização os genes-alvos desses miRNAs estão presentes. Encontramos que 

esses 2 miRNAs possuem alvos preditos em 13 vias de sinalização em 

humanos descritas na tabela abaixo (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Vias de sinalização em que os miRNAs -620 e 199b-3p possuem 

genes-alvos preditos. 

miRNA Via de sinalização P-valor / FDR 

miR-620, -199b-3p Endocitose 0,001 / 0,047 

miR-620, -199b-3p MAPKs 0,001 / 0,096 

miR-620, -199b-3p Via de sinalização Wnt 0,001 / 0,276 

miR-620, -199b-3p Vias de sinalização em câncer 0,001 / 0,572 

miR-620, -199b-3p Via de sinalização GnRH 0,001 / 1,628 

miR-620, -199b-3p Via de sinalização Hedgehog 0,002 / 3,193 

miR-620, -199b-3p Junção Adherens 0,003 / 4,092 

miR-620, -199b-3p Via de sinalização fosfatidilinositol 0,007 / 8,401 

miR-620, -199b-3p Via de sinalização PPAR 0,01 / 13,763 

miR-620, -199b-3p Via de sinalização de cálcio  0,01 / 19,395 

miR-620, -199b-3p Cardiomiopatia dilatada 0,03 / 33,54 

miR-620, -199b-3p Câncer pancreático 0,04 / 39,179 

miR-620, -199b-3p Fagocitose FC gama mediada 0,04 / 39,502 

 

Além disso, buscou-se de alvos relacionados com angiogênese, 

inflamação e estresse oxidativo, pelo fato de que esses mecanismos estão 

relacionados com a fisiopatologia da doença arterial periférica (TABELA 5). 

 

 

 

 

 



67	
	

Tabela 5 – Estudo de predição in silico dos alvos dos miRNAs que foram 

alterados pela NAC após a realização do exercício aeróbico máximo  

microRNAs Genes-alvos Número de sites de bioinformática 

miR-620 pi3kr2, sod2 (3,3) 

miR-199b-3p mTOR, spred-1, IL15 (4,3,3) 
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5.9 Impacto do tratamento com NAC na expressão gênica circulante 

dos miRNAs selecionados a partir do microarray de microRNAs 

Conforme observado na Figura 14, foi verificado o impacto do tratamento 

da NAC na expressão gênica circulante do miRNA -199b-3p em repouso, 1 

hora após ingestão de NAC/Placebo e 30 minutos após o exercício aeróbico 

máximo nos pacientes com DAP.  

Como verificado na figura abaixo, o miR-199b-3p não teve sua 

expressão alterada após a realização do exercício aeróbico máximo. Além 

disso, o tratamento com NAC também não alterou a expressão do miRNA-

199b-3p. Em relação aos resultados do miR -620, outro miRNA selecionado a 

partir do microarray de microRNAs, o miR-620 não foi amplificado na corrente 

sanguínea dos pacientes com DAP pela técnica de PCR em tempo real. 

 

Figura 14 – Expressão do miRNA -199b-3p na corrente sanguínea dos 

pacientes com DAP entre as sessões experimentais no repouso, 1 hora após a 

ingestão de NAC ou Placebo e 30 min após a realização do exercício aeróbico 

máximo. Resultado expresso em % do Repouso Placebo. 
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5.10 Impacto do tratamento com NAC na expressão gênica 

circulante de microRNAs relacionados com angiogênese em repouso e 

em resposta a sessão aguda de exercício aeróbico máximo 

A Figura 15 apresenta os resultados referentes ao impacto do 

tratamento da NAC na expressão gênica circulantes dos miRNAs -126, -100 e -

92a em repouso, 1 hora após ingestão de NAC/Placebo e 30 minutos após o 

exercício aeróbico máximo nos pacientes com DAP.  

Como podemos observar na Figura abaixo, o miR-126 teve sua 

expressão aumentada após a realização do exercício aeróbico máximo 

(p<0,05), porém, o tratamento com NAC foi capaz de abolir o efeito desse 

exercício. O miR-100 também teve sua expressão aumentada após a 

realização do exercício aeróbico máximo (p<0,05), entretanto, o tratamento 

com NAC promoveu níveis aumentados desse miRNA durante toda a sessão 

experimental (p<0,05). O miR-92a teve sua expressão diminuída após a 

realização do exercício aeróbico máximo (p<0,05). Contudo, o tratamento com 

NAC associado ao exercício promoveu um aumento da expressão desse 

miRNA (p<0,05). 
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Figura 15 – Expressão dos miRNAs -126, -100 e -92a na corrente sanguínea 

dos pacientes com DAP entre as sessões experimentais no repouso, 1 hora 

após a ingestão de NAC ou Placebo e 30 min após a realização do exercício.   

* diferença vs repouso; † diferença vs Placebo, p<0,05. Resultado expresso em 

% do Repouso Placebo. 
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5.11 Impacto do tratamento com NAC na expressão gênica 

circulante dos alvos do miR-126 relacionados com angiogênese em 

repouso e em resposta a sessão aguda de exercício aeróbico máximo 

 Os resultados apresentados na Figura 16 são referentes ao impacto do 

tratamento da NAC na expressão gênica circulante dos alvos, PI3KR2 e 

SPRED-1, do miR-126 em repouso, 1 hora após ingestão de NAC/Placebo e 30 

minutos após o exercício aeróbico máximo nos pacientes com DAP. 

 A Figura abaixo nos mostra que a PI3KR2 teve sua expressão diminuída 

após a realização do exercício (p<0,05), entretanto, o tratamento com NAC foi 

capaz de inibir o efeito do exercício aeróbico máximo. A expressão do SPRED-

1 não sofreu nenhuma alteração com a realização do exercício físico e com o 

tratamento com NAC. 
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Figura 16 – Expressão dos alvos do miR-126 (PI3KR2 e SPDRE-1) na corrente 

sanguínea dos pacientes com DAP entre as sessões experimentais no 

repouso, 1 hora após a ingestão de NAC ou Placebo e 30 min após a 

realização do exercício. * diferença vs repouso, p<0,05. Resultado expresso 

em % do Repouso Placebo.                     
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5.12 Impacto do tratamento com NAC na expressão gênica 

sanguínea dos marcadores de angiogênicos em repouso e em resposta a 

sessão aguda de exercício aeróbico máximo  

Os resultados abaixo (Figura 17) são referentes aos níveis de expressão 

gênica circulante dos marcadores angiogênicos VEGF, eNOS e HIF-1α em 

repouso, 1 hora após ingestão de NAC/Placebo e 30 minutos após o exercício 

máximo nos pacientes com DAP.   

Conforme observado na figura abaixo, os níveis de expressão do VEGF, 

eNOS e HIF-1α foram maiores após a realização do exercício aeróbico máximo 

(p<0,05). Entretanto, o tratamento com NAC foi capaz de abolir o efeito do 

exercício aeróbico máximo sobre esses marcadores angiogênicos. 
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Figura 17 – Expressão gênica de marcadores angiogênicos (VEGF, eNOS e 

HIF-1α) na corrente sanguínea dos pacientes com DAP entre as sessões 

experimentais no repouso, 1 hora após a ingestão de NAC ou Placebo e 30 min 

após a realização do exercício. * diferença vs repouso, † diferença vs Placebo, 

p<0,05. Resultado expresso em % do Repouso Placebo. 
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5.13 Impacto do tratamento com NAC na expressão gênica 
circulante do alvo do miR-100 relacionado com angiogênese em repouso 
e em resposta a sessão aguda de exercício aeróbico máximo 

A Figura abaixo (Figura 18) representa o resultado referente ao impacto 

do tratamento da NAC na expressão gênica circulante da mTOR, alvo do miR-

100, em repouso, 1 hora após ingestão de NAC/Placebo e 30 minutos após o 

exercício nos pacientes com DAP.  

Como podemos observar, o exercício aeróbico máximo aumentou a 

expressão da mTOR. Entretanto, o tratamento com NAC foi capaz de abolir o 

efeito do exercício aeróbico máximo sobre a mTOR. 

 

Figura 18 – Expressão do alvo do miR-100 (mTOR) na corrente sanguínea dos 

pacientes com DAP entre as sessões experimentais no repouso, 1 hora após a 

ingestão de NAC ou Placebo e 30 min após a realização do exercício.               

* diferença vs repouso, p<0,05. Resultado expresso em % do Repouso 

Placebo.



76	
	

          5.14 Impacto do tratamento com NAC na expressão gênica 
circulante do alvo do miR-92a relacionado com angiogênese em repouso 
e em resposta a sessão aguda de exercício aeróbico máximo 

A Figura 19 representa o resultado referente ao impacto do tratamento 

da NAC na expressão gênica circulante da ITGA5, alvo do miR-92a, em 

repouso, 1 hora após ingestão de NAC/Placebo e 30 minutos após o exercício 

aeróbico máximo nos pacientes com DAP.  

O resultado abaixo demonstra que a ITGA5 teve sua expressão 

aumentada após a realização do exercício aeróbico máximo (p<0,05). Em 

contrapartida, o tratamento com NAC foi capaz de inibir o efeito do exercício 

aeróbico máximo sobre a ITGA5.  

 

Figura 19 – Expressão do alvo do miR-192a (ITGA5) na corrente sanguínea 

dos pacientes com DAP entre as sessões experimentais no repouso, 1 hora 

após a ingestão de NAC ou Placebo e 30 min após a realização do exercício.   

* diferença vs repouso, p<0,05. Resultado expresso em % do Repouso 

Placebo. 
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6. DISCUSSÃO 

Os principais achados do presente estudo demonstram que o exercício 

aeróbico máximo é capaz de alterar a expressão de c-miRNAs em pacientes 

com DAP e o tratamento com o antioxidante NAC promove alterações nessas 

respostas. Além disso, o exercício promoveu alterações em marcadores 

angiogênicos, inflamatórios e de estresse oxidativo circulantes. Entretanto, o 

tratamento com NAC preveniu os efeitos do exercício aeróbico máximo nos 

marcadores angiogênicos e promoveu alteração nos níveis plasmáticos de 

glutationa. Adicionalmente, o tratamento com NAC não promoveu alterações no 

tempo de caminhada, nas respostas hemodinâmicas e cardiopulmonar, no 

fluxo sanguíneo basal, na hiperemia reativa pico dos pacientes com DAP. 

      6.1 Impacto do tratamento com NAC no tempo de caminhada  

 Como podemos observar a Figura 5, o tratamento com o antioxidante 

NAC não promoveu alterações no tempo de caminhada até o início da dor e no 

tempo de caminhada até a exaustão nos pacientes com DAP.  

Nossa hipótese era que o tratamento com NAC iria promover através da 

melhora no estado redox da glutationa um melhor desempenho físico dos 

pacientes com DAP. Uma vez que, um estudo que realizou infusão intravenosa 

de GSH duas vezes ao dia por 5 dias obteve melhora no tempo de caminhada 

dos pacientes com DAP (Arosio, De Marchi, Zannoni, Prior, & Lechi, 2002). 

Além disso, Koechlin e colaboradores relataram que o tratamento com NAC, 

similar ao utilizado no presente estudo, melhorou a resistência do quadríceps 

em pacientes com DPOC (Koechlin et al., 2004). 

As diferenças encontradas nos resultados do presente estudo com o os 

resultados de Koechlin e colaboradores (Koechlin et al., 2004) podem ser 
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devidas as diferenças na fisiopatologia da PAD e da DPOC, além das 

diferenças na modalidade e intensidade dos exercícios utilizados, pois 

enquanto Koechlin e colaboradores  utilizaram um exercício submáximo, com 

pequena massa muscular (extensão de joelho a 40% da contração voluntária 

máxima) (Koechlin et al., 2004), os pacientes com PAD do presente estudo 

foram submetidos a um exercício aeróbico máximo. De fato, outros estudos já 

demonstraram melhorias no desempenho muscular após o tratamento com 

NAC durante o exercício com pequena massa muscular em intensidades 

submáximas (Fowkes et al., 2013; Koechlin et al., 2004). No entanto, optamos 

por um exercício aeróbico na esteira porque esse chega mais perto do que 

esses pacientes com DAP passam durante a vida diária com os ciclos de 

isquemia e reperfusão gerados pela caminhada (Hiatt, Rogers, & Brass, 2014).  

6.2 Respostas hemodinâmicas e cardiopulmonar no exercício 

aeróbico máximo 

Como observado na Tabela 2, o tratamento com NAC não promoveu 

alterações nos valores de VO2 Pico, FC máxima, PAS e PAD em repouso e 

pico, e na pressão do tornozelo em repouso e 5 minutos após o exercício 

máximo nos pacientes com DAP. 

Nossa hipótese era que o tratamento com NAC seria capaz de aumentar 

o desempenho físico desses pacientes fazendo com que eles atingissem 

valores superiores no VO2 Pico, FC máxima (FC MAX), maiores valores de 

Pressão arterial de tornozelo após o exercício aeróbico máximo, devido uma 

melhora na passagem do fluxo sanguíneo para os membros inferiores desses 

indivíduos, uma vez que a NAC possui um poder vasodilatador (Kelly, 1998). 
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Entretanto, como mostrado anteriormente o tratamento com NAC não 

promoveu alterações em nenhuma dessas variáveis. 

Os pacientes com DAP possuem uma menor pressão no tornozelo em 

relação aos indivíduos saudáveis de mesma idade em repouso, e essa menor 

pressão reflete em um menor ITB (ITB<0,9) (Aboyans et al., 2012). Todos os 

nossos pacientes apresentaram um ITB inferior a 0,9, o que os classificam no 

estágio II da DAP (Hirsch et al., 2006; Norgren et al., 2007). Esse menor ITB é 

devido esses pacientes apresentarem uma ou mais estenoses ou oclusão 

arteriais envolvendo a aorta distal, ilíaca, femoral, poplítea ou artérias tibiais 

(von Ziegler & Costa, 2007). Em repouso, essa limitação, ITB<0,9, não 

influencia no aporte de oxigênio para a musculatura esquelética, pois o fluxo 

sanguíneo para a região da panturrilha é adequado (Sorlie & Myhre, 1978). 

Entretanto, essa limitação faz com que esses pacientes apresentem um 

desempenho físico prejudicado tanto quando exigidos em um desempenho 

máximo, quanto nas suas atividades diárias (Gardner, 1993; Gardner et al., 

1999). Devido a isso, é observado que o VO2 Pico desses sujeitos chega a ser 

em média até 50% inferior quando comparado a indivíduos saudáveis da 

mesma idade (Gardner et al., 1999). 

Hoje sabemos que os pacientes com PAD apresentam um aumento 

excessivo da pressão arterial e frequência cardíaca durante o exercício (Bakke, 

Hisdal, Jorgensen, Kroese, & Stranden, 2007), sendo esse aumento de FC e 

PAS progressivo mesmo quando é realizado uma caminhada de intensidade 

leve (Bakke et al., 2007; Lorentsen, 1972). Além disso, essas respostas têm 

sido associadas a gravidade da doença, além de estarem associadas ao 

aumento da duração da caminhada desses pacientes (Baccelli et al., 1999). 



80	
	

Esse aumento exagerado do reflexo pressor e do sistema nervoso simpático 

pode vir a contribuir para uma maior vasoconstricção, gerando assim uma 

redução do fluxo sanguíneo para a musculatura esquelética dos membros 

inferiores, o que pode vir a acarretar em um prejuízo do desempenho físico 

desses pacientes, além de uma sobrecarga cardiovascular exagerada ao longo 

da execução da caminhada (Bakke et al., 2007; Lorentsen, 1972).  

Nesse sentido, esperávamos que o tratamento com NAC fosse capaz de 

proporcionar um melhor desempenho físico dos pacientes com DAP, devido a 

NAC como dito anteriormente, além de ser um antioxidante, também ser um 

vasodilatador e ter um poder anti-inflamatório (Kelly, 1998). 

6.3 Impacto do tratamento com NAC no fluxo sanguíneo em 

repouso e em resposta a sessão aguda de exercício aeróbico máximo  

Conforme demonstrado na Tabela 3, o tratamento com NAC não 

influenciou no aumento do fluxo sanguíneo basal da perna e na manutenção 

dos valores da 1a onda do fluxo sanguíneo da perna após o estímulo da 

hiperemia reativa fluxo após o exercício aeróbico máximo nos pacientes com 

DAP. 

Tínhamos como expectativa que o tratamento com NAC aumentasse o 

fluxo sanguíneo basal da perna desses pacientes após o exercício aeróbico 

máximo, uma vez que a NAC promove vasodilatação por meio da abertura de 

canais de potássio na vasculatura (W. Q. Han et al., 2009), além de melhorar a 

dilatação vascular dependente de endotélio (Andrews et al., 2001; Pieper & 

Siebeneich, 1998; Zicha et al., 2006), o que esperávamos que diminuísse a 

disfunção endotelial desses pacientes. 
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Como comentado no tópico anterior, o fluxo sanguíneo em repouso dos 

pacientes com DAP, classificados no estágio II da doença, é similar aos 

indivíduos saudáveis de mesma idade (Aboyans et al., 2012). Entretanto, 

estudos recentes tem demonstrado que o fluxo sanguíneo para perna desses 

pacientes após a execução de exercício físico é prejudicado em relação ao 

repouso (Sorlie & Myhre, 1978), resultado esse que diverge dos encontrados 

no presente estudo, possivelmente devido a diferença da severidade da 

doença entre os pacientes dos outros estudos, uma vez que os nossos 

pacientes possuem uma classificação da doença mais leve.  

Outro aspecto interessante é que a dilatação fluxo mediada (FMD) da 

artéria braquial, região inativa durante o exercício, é reduzida após a realização 

de exercício aeróbico máximo em pacientes com DAP (Silvestro et al., 2006; 

Silvestro et al., 2002), e essa redução é devida provavelmente a estenoses 

fixas nas artérias desses pacientes. No presente estudo não encontramos 

alterações nos valores da 1a onda do fluxo sanguíneo da perna após o estímulo 

da hiperemia reativa quando comparado aos valores anteriores a realização do 

exercício aeróbico máximo. Entretanto, tínhamos como expectativa que o 

exercício aeróbico máximo também fosse diminuir os valores da 1a onda do 

fluxo sanguíneo da perna após o estímulo da hiperemia reativa (resultados 

comparados ao FMD).  

Esses resultados sugerem que a vasculatura da perna (região ativa 

durante o exercício) responde de forma diferente ao exercício máximo quando 

comparado com a artéria braquial em pacientes com DAP. Isso não é surpresa, 

pois já foi demonstrado que a disfunção vascular da perna é maior do que a 

braço em pacientes com PAD (Sanada et al., 2005). A manutenção nos valores 
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da 1a onda do fluxo sanguíneo da perna após o estímulo da hiperemia reativa 

após o exercício aeróbico máximo pode ter ocorrido devido a reatividade 

vascular da perna já está gravemente comprometida, e por isso, é possível que 

o estímulo do exercício não induza mais disfunção. Outra possibilidade é que, 

se presente, o prejuízo na função vascular da perna após o exercício seja 

muito breve.   

O tratamento com NAC no presente estudo não melhorou a disfunção 

endotelial provocada pelo exercício aeróbico máximo nos pacientes com PAD. 

Em contrapartida, alguns estudos que utilizaram tratamentos com antioxidantes 

encontraram melhora em partes da disfunção endotelial. Como por exemplo, o 

estudo de Silvestro e colaboradores que realizou uma infusão intravenosa de 

vitamina C nos pacientes com DAP e verificaram que esse tratamento preveniu 

a queda da FMD do braço após a realização de exercício aeróbico máximo 

(Silvestro et al., 2002). Os estudos que fizeram tratamento com NAC, em 

outras populações, demonstraram que essa droga melhorou a disfunção 

endotelial de pacientes com doença renal crônica (Sahin, Yalcin, & Akcar, 

2007) e com síndrome cardiorrenal (Camuglia, Maeder, Starr, Farrington, & 

Kaye, 2013). Entretanto, cabe ressaltar que os tratamentos utilizados nesses 

estudos são consideravelmente mais longos (4 – 6 semanas) quando 

comparado ao utilizado no presente estudo (4 dias prévio mais o dia do 

experimento) o que pode corroborar com as diferenças de resultados.  

Além disso, disfunção endotelial encontrada nos pacientes com DAP é 

atrelada geralmente a inflamação e estresse oxidativo que são hoje 

considerados fatores chave para a progressão da DAP (Brevetti et al., 2010), 

tópicos esses que serão discutidos a seguir. 
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6.4 Impacto do tratamento com NAC nos marcadores inflamatórios 

em repouso e em resposta a sessão aguda de exercício aeróbico máximo 

A Figura 6 demonstra que o exercício aeróbico máximo promoveu 

aumento nos níveis plasmáticos de MCP-1, ET-1 e VCAM-1. Entretanto, o 

tratamento com NAC não promoveu nenhuma modificação nos níveis 

plasmáticos de nenhum desses marcadores inflamatórios em resposta ao 

exercício. 

Tínhamos como hipótese que os níveis plasmáticos dos marcadores 

inflamatórios iriam ser superiores ao final do exercício aeróbico máximo e que o 

tratamento com NAC iria influenciar nessa resposta, pois achamos que a NAC 

iria melhorar a disfunção vascular da perna dos pacientes com DAP e isso iria 

reduzir a isquemia induzida pelo exercício e consequentemente a resposta 

inflamatória.  

Atualmente sabemos que os marcadores inflamatórios são mediadores 

chave para o processo de aterosclerose, e que a aterosclerose contribui 

diretamente para a manifestação da PAD (Brevetti et al., 2010; Grenon et al., 

2013). Esses pacientes com DAP apresentam valores alterados de importantes 

marcadores inflamatórios, como PCR, IL-6, IL-8, VCAM-1, ICAM-1, TNF-α em 

repouso quando comparado aos indivíduos saudáveis de mesma idade 

(Gardner, Parker, Montgomery, & Blevins, 2014; Pande et al., 2015). Além 

disso, os marcadores inflamatórios são altamente preditores da capacidade de 

caminhada nesses pacientes (McDermott et al., 2005; McDermott et al., 2003). 

Como por exemplo, a IL-6, que é inversamente correlacionada com a 

performance máxima na esteira dos pacientes com PAD (Eltzschig & Collard, 

2004); e a PCR que é associada com curtas distancias atingidas no teste de 6 
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minutos de caminhada (Andreozzi, Leone, Laudani, Deinite, & Martini, 2007) 

(95 hiatt) e pela piora da performance desses indivíduos nesse teste após um 

período de 3 anos (M. Chen, Won, Krajewski, & Gottlieb, 2002; Goll, 

Thompson, Li, Wei, & Cong, 2003).  

Sabemos também que a resposta inflamatória gerada pela agressão 

vascular provocada pelo processo fisiopatológico da aterosclerose afeta a 

função vascular, reduzindo a biodisponibilidade de NO (Blake & Ridker, 2001; 

Ridker, 2001).  

Além disso, quando os indivíduos com PAD são submetidos ao exercício 

aeróbico máximo há um aumento dos níveis plasmáticos de diversos 

marcadores inflamatórios, como TNF-α, VCAM-1, ICAM-1, IL-6, IL-8, ET-1, 

entre outros (Mangiafico et al., 2000; Signorelli et al., 2003; Tisi, Hulse, 

Chulakadabba, Gosling, & Shearman, 1997; Tisi & Shearman, 1998; Turton, 

Coughlin, Kester, & Scott, 2002). Como no estudo de Silvestro (Silvestro et al., 

2002) (2002 ALUISIO), que verificou que após o esforço máximo há um 

aumento das moléculas de adesão associado a uma menor resposta 

vasodilatadora. O estudo de Brevetti e colaboradores também observaram 

aumento das moléculas de adesão após a realização do exercício aeróbico 

máximo (Brevetti et al., 2001). Em outro estudo foi verificado uma maior 

contagem de neutrófilos ativados no sangue venoso drenado da perna afetada 

pela DAP após a realização do exercício aeróbico máximo (Neumann et al., 

1990). Além disso, o estudo de Kirk e colaboradores observou um aumento 

significativo de IL-8 após a realização do exercício limitado pela dor da 

claudicação (Kirk et al., 1999). Corroborando com esses estudos, Nowak e 

colaboradores relatou aumento do TNF-alfa 6 horas após a realização do 
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exercício (Nowak et al., 2012). Ainda nesse sentido, Delaney e Spark 

observaram aumento de IL-6 logo após a realização do exercício aeróbico 

máximo (Delaney & Spark, 2015). Esse aumento de marcadores inflamatórios 

ocorrem principalmente pelos ciclos de isquemia ⁄ reperfusão gerada pela CI 

durante a execução do exercício por esses pacientes (Neumann et al., 1990).  

Corroborando com todos esses resultados, no presente estudo, 

encontramos alterações nos valores plasmáticos de MCP-1, VCAM-1 e ET-1 

após a realização do exercício aeróbico máximo. Entretanto, como dito 

anteriormente, o tratamento com NAC não promoveu alterações em nenhum 

dos marcadores inflamatórios analisados. Esse resultado não corrobora com já 

foi demonstrado em indivíduos jovens saudáveis, onde o tratamento curto com 

NAC foi capaz de reduzir a resposta inflamatória ao exercício (Olamaei et al., 

2010; Slattery et al., 2014). Essa diferença nos resultados é provavelmente 

devido ao exercício gerar uma maior isquemia, em relação aos indivíduos 

jovens, e consequentemente um aumento do quadro inflamatório nos pacientes 

com DAP, dessa forma o tratamento com NAC utilizado não foi capaz de abolir 

a resposta inflamatória devido a isquemia. 

6.5 Impacto do tratamento com NAC nos marcadores de estresse 

oxidativo plasmático em repouso e em resposta a sessão aguda de 

exercício aeróbico máximo 

Como observado na Figura 7, o exercício aeróbico máximo promoveu 

alteração nos níveis plasmáticos apenas do TBARS nos pacientes com DAP. 

No entanto, a ingesta da NAC no dia do experimento promoveu aumento nos 

níveis plasmáticos de glutationa e esse aumento se persistiu durante todo o 

protocolo experimental (5 e 30 min após o exercício máximo). Entretanto, o 
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tratamento com NAC não promoveu nenhuma modificação nos níveis 

plasmáticos dos outros marcadores de estresse oxidativo estudado (TBARS e 

8-isoprostano). 

Tínhamos como hipótese que os níveis plasmáticos dos marcadores de 

estresse oxidativo iriam ser superiores ao final do exercício aeróbico máximo e 

que o tratamento com NAC iria influenciar nessa resposta.  

Até o momento pouco se sabe sobre as respostas dos marcadores de 

estresse oxidativo / defesa oxidante ao exercício aeróbico máximo em 

pacientes com PAD. Um dos primeiros estudos foi o de Silvestro e 

colaboradores que observaram aumento nos níveis plasmáticos da 

peroxidação lipídica (TBARS) em resposta ao exercício aeróbico máximo 

nesses pacientes (Silvestro et al., 2002). Outro estudo que também encontrou 

essa resposta foi o de Turton e colaboradores que observaram um aumento de 

TBARS em até 60 minutos após a realização do exercício aeróbico máximo 

nesses pacientes (Turton et al., 2002). Os resultados do presente estudo 

corroboram com esses achados uma vez que encontramos aumento nos níveis 

de TBARS logo após a execução do exercício aeróbico máximo nos pacientes 

com DAP. 

Em relação a defesa antioxidante, Turton e colaboradores demonstraram 

uma maior capacidade antioxidante total dos pacientes com PAD após a 

realização de exercício aeróbico máximo, valores similares ao grupo controle 

saudável utilizado (Turton et al., 2002). No entanto, como discutido no 

parágrafo anterior, o aumento da resposta oxidante foi maior do que da defesa 

antioxidante o que resultou em elevação do estresse oxidativo.  
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Outro estudo verificou um aumento da enzima SOD seis horas após a 

realização do exercício aeróbico máximo nos pacientes com DAP (Nowak et 

al., 2012). No presente estudo, avaliamos os níveis plasmáticos da glutationa, 

um ótimo marcador do balanço redox (GSH/GSSG), pois a glutationa é o 

principal composto antioxidante intracelular por atuar nas enzimas GSH-Px 

(papel protetor contra o estresse oxidativo), e verificamos que o balanço redox 

não se alterou após a realização do exercício aeróbico máximo nos pacientes 

com DAP, ou seja, o exercício não foi um estímulo capaz de aumentar a defesa 

antioxidante frente a ação oxidante, o que ocasionou um aumento do estresse 

oxidativo observado pelo aumento do TBARS. 

Na tentativa de diminuir o estresse oxidativo em indivíduos com PAD, 

alguns estudos têm utilizado tratamentos com antioxidantes (Andrews et al., 

2001; Koechlin et al., 2004; Silvestro et al., 2002). Assim, utilizamos no 

presente estudo um tratamento com NAC.  

Como abordado na revisão de literatura, a NAC é um potente 

antioxidante não especifico que possui um grupamento SH que estimula a 

síntese de GSH, diminuindo assim o estresse oxidativo (Kelly, 1998). De fato, a 

ingesta de NAC no dia do experimento (momento 1hora após ingesta) 

proporcionou um aumento do balanço redox (GSH/GSSG) que persistiu até o 

final da sessão experimental. Resultado esse que corroboram com outros 

estudos da literatura, como o estudo de Ferreira, Campbell e Reid que verificou 

que o tratamento oral de NAC aumentou a os níveis plasmáticos de glutationa 

em indivíduos jovens (Ferreira et al., 2011). Andrews e colaboradores 

demonstraram em coronariopatas que o tratamento intra-arterial de NAC 

produz efeitos benéficos (Andrews et al., 2001). Além disso, um estudo que 
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utilizou tratamento com NAC similar ao utilizado no presente estudo observou 

uma diminuição do estresse oxidativo em pacientes com doença pulmonar 

obstrutiva crônica (DPOC) após a realização de exercício aeróbico máximo 

(Koechlin et al., 2004).  

 6.6 Impacto do tratamento com NAC nos marcadores de 

angiogênese em repouso e em resposta a sessão aguda de exercício 

aeróbico máximo 

Como sabemos, a inflamação e estresse oxidativo são fatores chave 

para o desenvolvimento e progressão da PAD (Brevetti et al., 2010) e esses 

fatores estão associados com rarefação vascular (Goligorsky, 2010), o que 

pode prejudicar o potencial angiogênico do exercício (Basic, Jacobsen, Sirsjo, 

& Abdel-Halim, 2014; Ungvari et al., 2013). Como os indivíduos com PAD 

possuem uma disfunção endotelial acarretada por um aumento desses fatores 

(Munzel et al., 2010), tínhamos como hipótese que o exercício aeróbico 

máximo iria estimular o aumento dos marcadores angiogênicos circulantes 

(devido aos aumentos dos marcadores inflamatórios e de estresse oxidativo), e 

que com o tratamento de NAC haveria uma diminuição da inflamação e 

estresse oxidativo o que facilitaria ainda mais o estímulo do exercício aeróbico 

máximo em aumentar os marcadores angiogênicos.  

Como sabemos, alguns mecanismos podem desencadear uma resposta 

angiogênica, tais como hipóxia, aumento do fluxo sanguíneo, óxido nítrico, 

ativação de integrinas, e o VEGF, entre outros fatores de crescimento 

(Conway, Collen, & Carmeliet, 2001; Kumar, 1998; Maisonpierre et al., 1997; 

Prior, Yang, & Terjung, 2004). 
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O VEGF é considerado o mais potente fator angiogênico conhecido 

(Ferrara & Davis-Smyth, 1997). Este possui 3 receptores específicos de ligação 

(VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3), mas cada receptor quando ativado produz 

diferentes efeitos (Gustafsson et al., 2007), sendo que a ligação entre o VEGF 

e o VEGFR2 produz uma resposta angiogênica por algumas vias de 

sinalização (Conway et al., 2001), como a via da PI3K/AKT/eNOS (Daher, 

Boulay, Desjardins, Gratton, & Claing, 2010), e a via da MAP quinase RAS/Raf-

1/MEK/ERK1/2 (Marshall, 1995).  

Entretanto, os indivíduos com DAP possuem uma menor expressão 

gênica de VEGF na musculatura isquêmica da perna (Palmer-Kazen et al., 

2004), mas a caminhada é capaz de promover um aumento de VEGF nessa 

musculatura, provavelmente devido o exercício promover uma hipóxia na 

musculatura local que acarreta em aumento do HIF-1α (estímulo para síntese 

de VEGF) (Palmer-Kazen et al., 2009). 

Até o momento poucos estudos avaliaram os níveis plasmáticos de 

marcadores angiogênicos dos indivíduos com PAD após a realização de um 

exercício aeróbico máximo (Nowak et al., 2012; Palmer-Kazen et al., 2009; 

Sandri et al., 2011; Wood et al., 2006). Nesse sentido, ainda há uma 

controvérsia nos resultados encontrados, pois em 3 estudos foi observado que 

o exercício aeróbico máximo não foi um estímulo angiogênico (não alterou os 

níveis de VEGF) (Nowak et al., 2012; Palmer-Kazen et al., 2009; Wood et al., 

2006), enquanto que o estudo de Sandri e colaboradores demonstrou que o 

exercício é sim um estimulo para alterar os níveis de VEGF plasmáticos (Sandri 

et al., 2011). No presente estudo, avaliamos expressão gênica circulante do 

VEGF, além de ser o primeiro estudo que conhecemos que avaliou a 
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expressão gênica da eNOS, mTOR, HIF-1α e ITGA5 na corrente sanguínea de 

indivíduos com PAD. 

Como dito anteriormente, a condição de hipóxia é um fator que estimula 

a produção de RNAm de VEGF através da ativação de mTOR que estimula o 

HIF-1α (Humar et al., 2002; Prior, Yang, et al., 2004; Zhong et al., 2000). No 

presente estudo encontramos uma maior produção de RNAm de VEGF, mTOR 

e de HIF-1α após a execução do exercício. Além disso, a eNOS, enzima 

ativada através da sinalização de VEGF (Lin & Sessa, 2006), também teve sua 

produção de RNAm aumentada. Encontramos ainda uma maior produção de 

RNAm de ITGA5 após a execução do exercício, essa subunidade da integrina 

é capaz de ativar a quinase de adesão focal (FAK), desencadeando assim uma 

ativação da via sinalização angiogênica Raf-MEK-ERKs (Kumar, 1998), além 

de estimular a PI3K.  

Dessa forma, o exercício aeróbico máximo em indivíduos com DAP pode 

estimular a angiogênese de três formas, 1) o aumento de VEGF faz com que 

esse se ligue no seu receptor 2 (VEGFR2) desencadeando a ativação da via de 

sinalização PI3K/AKT/eNOS, 2) pela ativação de VEGF via hipóxia e 3) pelo 

aumento de integrina que pode desencadear a ativação da via de sinalização 

FAK/Raf-1/MEK/ERKs. (FIGURA 20). 
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Figura 20 – Representação esquemática das vias de sinalizações 

angiogênicas ativadas pelo exercício aeróbico máximo na circulação de 

pacientes com DAP. 

Como destacado no início do tópico, o aumento do estresse oxidativo 

tem sido ligado a uma prejudicada sinalização angiogênica e a rarefação 

vascular em músculo esquelético (Basic et al., 2014; Goligorsky, 2010). Nesse 

sentido, alguns estudos têm testado a suplementação com antioxidantes em 

populações que possuem aumento desses marcadores obtendo benefícios 

para essas populações, como por exemplo, melhora da fadiga muscular em 

indivíduos com DPOC (Koechlin et al., 2004). Entretanto, nenhum estudo 

verificou a resposta da sinalização angiogênica ao exercício em indivíduos com 

DAP tratados com NAC.  

Contrariando a nossa hipótese inicial, o tratamento com NAC aboliu toda 

resposta angiogênica ao exercício aeróbico máximo, sugerindo assim que a 

reposta angiogênica é sensível a modulação redox. Estes resultados 

corroboram com o conceito cada vez mais reconhecido que várias vias de 
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sinalizações envolvidas nas adaptações ao exercício são dependentes do 

estresse oxidativo (Gomez-Cabrera et al., 2008; Ristow et al., 2009). Como por 

exemplo, antioxidantes têm prevenido o aumento do peroxissoma ativado pelo 

proliferador do receptor coativador gama 1-alfa (PGC-1α), um regulador 

importante da angiogênese no músculo esquelético (Ristow et al., 2009; 

Silveira, Pilegaard, Kusuhara, Curi, & Hellsten, 2006). Além disso, outro estudo 

mostrou que a infusão de uma alta dose de NAC atenua algumas respostas 

adaptativas ao exercício nos músculos esqueléticos em indivíduos jovens 

saudáveis (Petersen et al., 2012). 

Juntamente com nossas descobertas, estas observações indicam que o 

tratamento curto com NAC pode potencialmente ter efeitos prejudiciais na 

resposta angiogênica, em vez de benefícios para indivíduos com PAD. 

6.7 Impacto do tratamento com NAC na expressão gênica circulante 

de microRNAs em repouso e em resposta a sessão aguda de exercício 

aeróbico máximo 

A Figura 15 nos mostra que o exercício aeróbico máximo alterou a 

expressão dos miRs- 126, -100 e 92a na corrente sanguínea de pacientes com 

DAP. Entretanto, o tratamento com NAC aboliu toda o efeito do exercício 

nesses indivíduos. Tínhamos como hipótese que o exercício aeróbico máximo 

iria promover alterações na expressão dos miRNAs envolvidos na regulação da 

angiogênese (miRs- 126, 100 e 92a) e o tratamento com NAC iria promover um 

aumento ainda maior nesses miRNAs por bloquear o estresse oxidativo e 

inflamação. 

Em relação aos miRNAs que foram selecionados a partir do microarray 

de microRNAs, não encontramos diferenças no miR-199b-3p e o miR-620 não 
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foi amplificado no sangue pela técnica de PCR em tempo real. Como podemos 

observar na Figura 13, os dois miRNAs selecionados possuem uma expressão 

gênica baixa na circulação dos pacientes com DAP, fato esse que pode ter 

influenciado na não confirmação na alteração de expressão do miR-199b-3p 

com o exercício e na não amplificação do miR-620 pela técnica de PCR em 

tempo real. Apesar do miR-199b-3p não ter sua expressão alterada após o 

exercício aeróbico máximo, um possível alvo desse miRNA a partir da predição 

in silico, a mTOR, teve sua expressão aumentada, o que favorece o estímulo 

angiogênico, como discutido no tópico acima.  

Como observamos, os miRNAs relacionados com angiogênese tiveram 

suas expressões alteradas com o exercício aeróbico máximo, mostrando assim 

o papel regulatório desses miRNAs nas alterações observadas nos marcadores 

angiogênicos. 

O miR-126 é considerado o principal miRNA envolvido na angiogênese 

devido esse ser o miRNA com maior expressão em células endoteliais (Fish et 

al., 2008; S. Wang et al., 2008). Um recente estudo demonstrou que o miR-126 

esta marcadamente reduzido na circulação de pacientes com DAP (Stather et 

al., 2013). No entanto, no presente estudo foi o primeiro a mostrar que o 

exercício aeróbico máximo é capaz de aumentar a expressão circulante desse 

miRNA nesses pacientes corroborando assim com o aumento da sinalização 

angiogênica na circulação desses pacientes. Nosso resultado corrobora com 

dados da literatura que mostram aumento da expressão circulante do miR-126 

após a realização de exercício aeróbico em indivíduos saudáveis (Baggish et 

al., 2014; Uhlemann et al., 2014). 
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O miR-126 possui como alvos validados a PI3KR2, Spred-1 e VCAM-1 

(Fish et al., 2008; T. A. Harris et al., 2008; S. Wang et al., 2008). O alvo VCAM-

1 está relacionado com inflamação, e como observado nos nossos resultados, 

o exercício aeróbico máximo aumentou os níveis plasmáticos da VCAM-1, o 

que nos sugere que o miR-126 não foi capaz de ter uma ação efetiva sobre 

esse alvo, possivelmente devido esses pacientes possuírem um elevado nível 

plasmático dessa molécula somado ao exercício que é um estímulo extra 

capaz de aumentar ainda mais esses níveis como discutido em um tópico 

anterior.  

 Os alvos PI3KR2 e Spred-1 são alvos relacionados com angiogênese. 

Observamos na Figura 16, que a expressão da PI3KR2 está diminuída após a 

execução do exercício aeróbico máximo, o que nos sugere uma ação do miR-

126 sobre esse alvo. Esse alvo (PI3KR2), atua regulando negativamente a 

atividade da proteína PI3K (Ueki et al., 2003), uma proteína da via de 

sinalização da VEGF/PI3K/Akt/eNOS, facilitando dessa forma a sinalização 

angiogênica. Em um estudo anterior do nosso laboratório mostramos a 

participação do miR-126 na angiogênese cardíaca proveniente do treinamento 

aeróbico por uma ação efetiva desse miRNA sobre a PI3KR2 (Da Silva et al., 

2012).  

O miR-92a está relacionado a angiogênese estimulada por processos 

isquêmicos. O miR-92a possui sua expressão aumentada em modelo 

experimental com isquemia de membros posteriores. Além disso, os autores 

observaram que o miR-92a possui sua expressão aumentada em células 

endoteliais humanas após estimulação isquêmica, e que esse miRNA possui 

como alvo relacionado com a angiogênese, a ITGA5 (Bonauer et al., 2009). No 
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presente estudo, fomos o primeiro a observar uma diminuição da expressão 

desse miRNA e um aumento da expressão da ITGA5, alvo desse miRNA, na 

circulação dos pacientes com DAP após a realização do exercício aeróbico 

máximo, o que nos sugere uma ação efetiva desse miRNA sobre esse alvo, 

facilitando assim uma sinalização angiogênica (FAK/Raf-1/MEK/ERKs). No 

entanto, até o momento não encontramos nenhum estudo na literatura que 

avaliou o efeito do exercício na expressão desse miRNA na circulação em 

outras populações, possivelmente devido esse miRNA está relacionado a 

angiogênese em situações isquêmicas. 

O outro miRNA avaliado no presente estudo, o miR-100, também está 

associado a angiogênese em situações isquêmicas de membros inferiores de 

modelo animal, nessas situações esse miRNA possui sua expressão diminuída 

(Grundmann et al., 2011). Além disso, este estudo mostrou que o miR-100 é 

altamente expresso em células endoteliais umbilicais e em células musculares 

lisa de aorta humana, mostrando assim que esse miRNA tem sua expressão 

aumentada apenas em situações isquêmicas. O miR-100 possui como alvo 

relacionado com a angiogênese a mTOR, como discutido no tópico anterior, a 

mTOR estimula angiogênese em situações de hipóxia através da estimulação 

do HIF-1α (Humar et al., 2002; W. Li et al., 2007; Prior, Lloyd, et al., 2004; Prior, 

Yang, et al., 2004). No presente estudo, observamos um aumento desse 

miRNA, além de um aumento da mTOR na circulação após a realização do 

exercício aeróbico máximo pelos pacientes com DAP, o que nos sugere que 

esse miRNA não inibiu totalmente esse alvo.  

Apenas um estudo na literatura até o momento avaliou a resposta da 

expressão do miR-100 após treinamento físico aeróbico, Ramasany e 
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colaboradores (2015) observaram que a hipertrofia cardíaca gerada pelo 

treinamento de natação em ratos Winstar foi regulada pelo miR-100, que por 

sua vez está diminuída nessa situação, enquanto que a expressão da mTOR 

se encontrou aumentada, sugerindo assim uma inibição efetiva desse miRNA 

sobre seu alvo (Ramasamy, Velmurugan, Shanmugha Rajan, Ramprasath, & 

Kalpana, 2015). Entretanto, diferente do presente estudo, o treinamento de 

natação em ratos Winstar não proporciona uma isquemia/hipóxia como a 

observada nos pacientes com DAP, o que pode corroborar pela adversidade 

dos resultados, uma vez que esse miRNA tem sua expressão aumentada 

apenas em situações isquêmicas. 

Uma possível explicação para este fato é que outros miRNAs, como o 

miR-99a (Q. Li et al., 2016), ou até mesmo outros mecanismos de regulação 

gênica podem está influenciando nesse aumento da expressão da mTOR 

estimulado pelo exercício aeróbico máximo nesses pacientes. Além disso, 

sabemos que o exercício aeróbico máximo proporciona nesses pacientes uma 

grande isquemia/hipóxia o que pode fazer com quem a mTOR tenha um 

grande aumento da sua expressão, aumento esse que pode ser maior do que a 

“capacidade” de inibição do miR-100. Outro fato que corrobora com o resultado 

do aumento da mTOR encontrado após o exercício, é que também 

encontramos um aumento de HIF-1α na circulação dos pacientes com DAP, 

molécula estimulada pela mTOR em situações de hipóxia. 

Com os resultados referentes ao miRNAs, temos que o exercício 

aeróbico máximo foi capaz de estimular a expressão de marcadores 

angiogênicos e que alguns miRNAs que possuem alvos envolvidos com 

angiogênese regulam esse processo (Figura 21). 
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Figura 21 – Representação esquemática das vias de sinalizações 

angiogênicas e da regulação dos miRNAs relacionados com angiogênese após 

o exercício aeróbico máximo na circulação de pacientes com DAP. 

 Por outro lado, o tratamento com NAC, ao contrário da nossa hipótese 

inicial, aboliu toda a regulação angiogênica circulante promovida pelos miRNAs 

em resposta ao estímulo do exercício aeróbico máximo, sugerindo que a 

modulação dos miRNAs envolvidos na angiogênese na circulação, assim como 

os marcadores angiogênicos, são sensíveis ao estado redox.  

6.8 Implicações clínicas 

Estudos prévios, tanto no nosso laboratório (Wolosker, Nakano, Rosoky, 

& Puech-Leao, 2003), quanto outros (Lane, Ellis, Watson, & Leng, 2014) tem 

mostrado que o treinamento físico promove um importante aumento da 

capacidade funcional dos pacientes com DAP. Esse efeito é provavelmente 

mediado pelo aumento da capilarização muscular, o que aumenta a área de 
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superfície para entrega de oxigênio e troca de nutrientes (Duscha et al., 2011). 

Apesar desta adaptação benéfica, alguns estudos indicam que o repetitivo 

exercício isquêmico pode levar a danos aos músculos esqueléticos, como pelo 

aumento da fibrose tecidual (Hiatt et al., 1996) e ativação de cascatas de 

sinalização proteolíticas (Delaney, Miller, Chataway, & Spark, 2014) 

provenientes do treinamento aeróbico em pacientes com DAP. 

Essas anormalidades têm sido largamente atribuídas ao dano oxidativo 

que ocorre durante as sessões de exercício isquêmicos (Pipinos, Judge, et al., 

2008; Pipinos et al., 2006). A partir desse conceito, minimizar o estresse 

oxidativo induzido pelo exercício através de um tratamento antioxidante iria, em 

teoria, aumentar os benefícios do treinamento aeróbico em pacientes com 

DAP. Por outro lado, os resultados do presente estudo sugerem que o estresse 

oxidativo é um requisito para a resposta angiogênica sistêmica ao exercício 

nesses pacientes, e inibir esse sinal pode vir a prejudicar a angiogênese do 

músculo esquelético. 

Um número crescente de estudos tem documentado o fato de que o 

tratamento antioxidante dificulta as adaptações induzidas pelo exercício, 

incluindo a angiogênese (Gliemann et al., 2014) e biogênese mitocondrial 

(Gomez-Cabrera et al., 2008; Paulsen et al., 2014; Ristow et al., 2009). 

Portanto, o tratamento com antioxidantes durante o exercício aeróbico pode 

trazer benefícios (redução do estresse oxidativo), bem como consequências 

prejudiciais (redução da angiogênese) em pacientes com DAP. Nesse sentido, 

em termos de desempenho de caminhada, a combinação de terapia de 

antioxidante e exercício aeróbico em pacientes com DAP precisa ser mais 

estudada. 
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7. CONCLUSÃO 

O presente estudo revela um novo mecanismo molecular do exercício 

aeróbico máximo sobre a expressão gênica de marcadores angiogênicos 

circulantes em pacientes com DAP. Esse mecanismo é a participação dos c-

miRNAs nesse processo, uma vez que o exercício aeróbico máximo 

proporcionou alteração de alguns c-miRNAs acompanhado de alterações de 

seus alvos relacionados com angiogênese, além de alterações de marcadores 

angiogênicos. 

O presente estudo revela também que o tratamento com NAC melhora o 

balanço redox dos pacientes com DAP. Apesar disso, a NAC não influenciou 

na capacidade de caminhada desses pacientes. Mais importante, o tratamento 

com NAC aboliu a resposta angiogênica sistêmica mediada por c-miRNAs ao 

exercício aeróbico máximo, sugerindo assim que o estresse oxidativo sistêmico 

induzido pelo exercício é crucial na resposta angiogênica sistêmica ao 

exercício em pacientes com DAP. 
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