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INTRODUCAO:

A hipertensdo arterial (HA) é uma doenca crénica complexa e um fator de risco para risco cardiovascular, afetando globalmente
milhdes de pessoas e cerca de 38,1 milhGes de brasileiros adultos (BARROSO et al., 2020; IBGE, 2020). Dados mais recentes comparando 0s
periodos pré e pds a pandemia de Covid-19, a prevaléncia média da HA aumentou em cerca de 3% na populagdo brasileira (GRILLO et al.,
2024).

A HA ¢ caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial sistolica (> 140 mmHg) e diastolica (= 90 mmHg)
(BARROSO et al., 2020), e pode ser causada por fatores ambientais, sociais e genéticos (BATKAI e THUM, 2012). Diversos mecanismos
fisioldgicos, como a hiperatividade do sistema nervoso simpatico e disfuncdo endotelial, estdo envolvidos na HA, contribuindo para doencas
cardiovasculares e renais (BATKAI e THUM, 2012).

A terapia para HA inclui abordagens farmacolégicas e ndo farmacolégicas. Os exercicios fisicos, particularmente os
aerdbicos, sdo eficazes na reducdo da pressdo arterial e na melhora da funcéo cardiaca, podendo diminuir a dosagem de
medicamentos ou até mesmo, cessa-los (CAO et al., 2019; FERNANDES et al., 2014). A intensidade, volume e frequéncia
dos exercicios sdo cruciais para promover estes efeitos (FERNANDES et al., 2014) e quando praticados por hipertensos, de
modo geral, devem seguir as orientagdes de exercicio fisico para adultos saudaveis (ou seja: 150 a 300 minutos de atividades
fisicas/semana, em intensidade moderada (BARROSO et al., 2020; BARONE GIBBS et al., 2021). Assim, o treinamento
aerdbio é considerado um grande aliado no tratamento da HA. Esse tipo de exercicio envolve uma intensidade moderada e
duragdo média a prolongada, envolvendo a contracdo de grandes grupos musculares de maneira ciclica, aumentando a
frequéncia cardiaca e o gasto energético do individuo (MEDINA et al., 2010).

No entanto, a resposta da pressdo arterial ao exercicio pode variar entre os individuos hipertensos (CAO et al., 2019;
FERREIRA et al., 2023; FERREIRA et al., 2024). Biomarcadores presentes em fluidos corporais, como por exemplo as
citocinas, miocinas, metabolitos, ou ainda microRNAs, podem atuar como preditores da HA e doencas cardiacas (NEVES et
al., 2016; WEBER et al., 2014).

Na literatura, é possivel identificar uma série de microRNAs que estdo envolvidos na HA e no remodelamento
cardiaco, impactando sua concentracdo no sangue ou até mesmo em tecidos (FERNANDES et al., 2015; SHAHEEN et al.,
2024). Os microRNAs presentes na corrente sanguinea apresentam mais estabilidade e estudos mostram que eles tendem a
sofrer algum tipo de desregulacdo antes mesmo dos sintomas das doencas comecarem a aparecer nos individuos (ROMANE
et al., 2016). Em especifico, 0 miR-126, apresenta niveis de expressdo reduzidos em sujeitos hipertensos, um microRNA
associado a angiogénese e sinalizacdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que tem se mostrando crucial para
a proliferacdo e migragdo das células endoteliais e manutencéo da integridade vascular (WANG et al., 2008; KONTARAKI
etal., 2014).

Assim, os objetivos do presente estudo foram: Etapa 1: realizar uma revisdo na literatura e meta analise dos
microRNAs presentes em hipertensos submetidos & treinamento aerébio, e Etapa 2: analisar MicroRNAs circulantes em
amostras de soro sanguineo de mulheres HA submetidas a um protocolo de treinamento aerébio de 12 semanas e relaciona-
los as respostas da Pressdo Arterial.
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METODOS:

Este estudo esta sendo conduzido em duas etapas.

ETAPA 1

A Etapa 1 foi necessaria como estratégia metodologica prévia para melhor definicéo e atualizagdo dos microRNAs alvo a serem
utilizados na analise das amostras coletadas. Desta forma, foi inserido no estudo um levantamento bibliogréfico (revisao sistematica seguida de
meta andlise - em desenvolvimento) como descrito a seguir.

Estratégia de busca e selecdo dos estudos: Uma busca sistematica foi realizada nas bases de dados PubMed, Web of Science,

Scopus e Embase, em 24 de Junho de 2024 com a combinagdo de sindnimos para os termos “Essential Hypertension”, “MicroRNAs” e
“Exercise”. A sintaxe feita no Pubmed foi utilizada como referéncia para realizar a pesquisa nas outras bases, com suas respectivas sintaxes.
Na&o houve restricdo de ano das buscas e a espécie selecionada para primeira andlise foi de ratos. Em seguida, foi utilizada a plataforma
Mendeley para exclusdo de duplicatas e posteriormente foi utilizada a plataforma Rayyan Systematic Reviews system (OUZZANI et al., 2016)
para filtrar e realizar a exclusdo manual dos artigos que foram excluidos. Os estudos selecionados foram aqueles que tinham os seguintes
elementos obrigatdrios: ratos HA submetidos a protocolo de treinamento aerdbio. Os critérios de exclusdo englobaram estudos sem dados
originais (resenhas, capitulos de livros, trabalhos de congressos) sem hipertensdo arterial, obesos ou diabéticos, estudos sem intervencéo com
exercicio ou microRNAs ou com outras doencas que ndo a hipertensdo arterial sisttmica (HA pulmonar, doenca arterial coronariana,
aterosclerose). Posteriormente em uma segunda etapa serdo analisados estudos com humanos.

Pesquisa inicial nas bases de
dados (Pubmed: 30; Scopus: 153;
Web of Science: 84; Embase: 244)

Identificagio

520 artigos Exclusio de duplicatas (234)

I

286 artigos (apds exclusio de

duplicatas)

Triagem

Artigos excluidos (272): revisio (124);

I resumos de congresso (29); HA pulmonar
(28); S/ HA (18); duplicata (18); S/
Artigos selecionados apos leitura exercicio (14); obesidade (n); diabetes (g);

do titulo e resumo: 14 sem acesso ao artigo (7); Doenga arterial

coronariana (5); Sem microRNA (3);

Sindrome metabolica (1); cachorros (1);

Aterosclerose (1); Artigos retratados (1)

Elegibilidase

Artigos excluidos apés leitura completa

Artigos selecionados apos leitura (8): Sem acesso ao artigo (2); Sem

Inclusio

completa para a analise: (6) intervencio com exercicio (), humanos*

(4) nio foram utilizados até o momento*

Figura 1. Selecdo dos Estudos. *Os estudos com humanos s&o estudos longitudinais, diferentes dos transversais utilizados
nessa analise, portanto, ainda ndo foram utilizados nesta fase da andlise.

Coleta dos dados: A partir dos artigos selecionados foram extraidos os dados de microRNAs analisados, subgrupos,
tipo de tecido, e espécie. Para a analise principal, a média, o desvio padrdo (DP) e o tamanho da amostra (n) foram utilizados.
Quando o desvio padréo ndo era fornecido no estudo original, o erro padrdo (EP) foi convertido para DP utilizando a equacéo
DP =EP x \/(n). Os intervalos de confianga de 95% foram convertidos para desvio padrao (DP) considerando a equagdo (\/(n)
* (UL — LL)/(2 * T.INV (0.05; n — 1)), onde n é o tamanho da amostra, UL € o limite superior, LL ¢ o limite inferior e
T.INV ¢é a funcdo que calcula o inverso a esquerda da distribuicdo T de Student. A mediana e a amplitude interquartil (AlQ)
foram substituidas, respectivamente, pela média e pelo DP de acordo com a equagdo DP = (AlQ/1,35).

Andlise estatistica: A meta-analise foi realizada utilizando o software Comprehensive Meta-Analysis (CMA) versdo
3.3.070. Como as unidades de medida utilizadas nos estudos foram diferentes, utilizou-se a diferenca média padronizada
(SMD) para que fosse possivel a comparagdo dos microRNAs nos diferentes estudos. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Quando a inconsisténcia entre os estudos (12) foi >50%, foram aplicados efeitos randémicos, e
quando foi <40%, foram aplicados efeitos fixos.
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ETAPA?2

Amostra: Foram selecionadas 65 mulheres hipertensas na p6s menopausa (CAEE 2.479.380), que foram
randomizadas em grupo treinamento aerébio continuo (TAC, n=51, 57.7 + 6.4 anos) (50min em cicloergdmetro, 3x/semana a
60-70% FCreserva) e grupo controle (CON, n=14) (auséncia de treinamento fisico). Ap6s o periodo inicial de intervencédo
(Etapa 1), o grupo TAC foi classificado em respondedores e ndo respondedores da PAS baseado no erro tipico de medida (6
mmHg).

Expressédo de microRNAs: Na analise dos microRNAs alvos, selecionamos a partir da revisdo da literatura, o miR-
126, esta analise em execucdo utilizard RT-gPCR (Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction), para
quantificar os microRNAs (PEREIRA, 2015; SILVA et al., 2018; WEI et al., 2020; HENNING et al., 2020). Nas etapas de
preparacdo para analise do hsa-miR-126-3p, utilizaremos 200ul de plasma sanguineo. A extracdo do RNA total, incluindo
microRNAs, sera realizada pelo método de colunas, utilizando o miRNeasy Mini Kit da Qiagen, seguindo rigorosamente as
recomendagdes do fabricante. Apds a extragdo, a quantidade e a qualidade do RNA serdo avaliadas utilizando um
espectrofotdbmetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) observando a relacdo entre as absorbancias em 260 nm e 280 nm na
faixa de 1,8-2,0. Para a sintese de cDNA, serd utilizado o TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit, Thermo Fischer
Scientific). A reacdo de transcricdo reversa sera realizada com RNA total, e utilizagdo de primers especificos para hsa-miR-
126-3p (Thermo Fisher Scientific) (MESTDAGH et al., 2014, CHEN et al., 2005). O equipamento ser utilizado sera ABI
7500 FAST e os dados obtidos serdo analisados usando o Sistema de Deteccdo de Sequéncia (Applied Biosystems verséo
1.7). A expresséo do miR-126-3p serd normalizada utilizando o cel-mir-39 Spike in como controle enddgeno.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
ETAPA1

Foram inclusos 6 artigos no total (Figura 1) e a andlise escolhida foi por separacdo de microRNAs. Todos 0s grupos eram compostos
por ratos hipertensos, e as amostras de tipo de tecido foram heterogéneas, dentre elas misculo, tecido cardiaco, artéria mesentérica e
exossomos. Os estudos avaliados foram transversais, portanto, realizou-se a comparacdo entre 0s grupos treinado e controle para cada
microRNA (Tabela 1).

Os principais resultados encontrados acerca dos microRNAs relacionados a HA foram o aumento ou diminui¢do de
sua expressdo dentre 0s grupos treinados e controle ndo treinado. Foi observado uma redu¢do no miR-126 nos individuos
hipertensos, no entanto, aumento deste mesmo microRNA nos individuos treinados. O miR-27a também apresentou maiores
niveis nos grupos treinados em comparagdo com o grupo controle dos respectivos artigos (Figura 2).

A literatura recente vem mostrando relacfes entre o papel do miR-27a e seu papel como um potencial biomarcador
para a deteccéo e prevencdo da HA, mostrando niveis mais baixos em individuos hipertensos (SUZUKI, et al.,2022) Esse
achado pode corroborar com os dados nos artigos analisados na meta analise, 0s quais demonstram que 0 miR-27a aumentou
com a intervencao do exercicio. Esse microRNA possui importancia na angiogénese, estimulando o brotamento vascular, fato
relevante para a perfusdo sanguinea e impacto positivo sobre a HA (SILVA et. Al 2018).

Em relacdo ao miR-126, este apresenta grande abundancia no coracéo, e, recentemente, vem sendo um grande aliado
na possivel predicdo de doengas cardiovasculares (WEI et al., 2015). Em individuos hipertensos e com outras doengas
cardiovasculares, a literatura mostra uma reducdo deste microRNA, também apresentando relagdo com a angiogénese na
formacéo de novos vasos sanguineos, fato este que colabora com os achados desta meta analise, onde os ratos hipertensos
apresentam os niveis de miR-126 reduzidos. No entanto, foi observado um aumento neste microRNA apds as semanas dos
protocolos de exercicios (WEI et al, 2015; WANG et al., 2008; KONTARAKI et al., 2014).

ETAPA 2

Nesta etapa finalizaremos a extracdo do RNA no plasma sanguineo das voluntérias hipertensas e em seguida a RT-
gPCR para quantificagdo do microRNA selecionado, 0 miR-126. A partir deste resultado, serd possivel inferir as
concentragdes do mesmo nos periodos pré e pos programa de treinamento aerdbio desenvolvido em comparagdo ao grupo
controle (ndo exercitado). Os dados serdo inseridos no relatério final deste estudo e apresentados no Congresso de I1C 2024,
em decorréncia de atrasos na nas compras e fornecimento dos insumos necessarios para as analises.
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Tabela 1. Comparacdo dos Valores Médios de miRNA em ratos submetidos a protocolos de Treinamento Aerébio. Legenda.
(média * dp') = % control of sedentary HA rats (100%); (média + dp®) = % control of normotensive rats (100%); (média +
dp®) = fold of normotensive Wistar—Kyoto rats — 1; (média + dp*) = U6 - miRNA normalizer; (média + dp°®) = fold of
sedentary HA rats — 1.

Subgrupo miRNA  Tecido Espécie Caracteristica Intervencio - Treil aerébio  Valor Intervencio (média = dp) Valor Controle (média = dp) Efeito (valor de P)

60% da intensidade do teste Tmax realizado; 1h/dia;

HA sem DEX 16 musculo  ratos N :
5x/semana; 8 semanas

100 +0,01" 100+0,01* it

0, i i T 5 : o
HA com DEX 16 musculo ratos 60% da intensidade do lesfe Tmax reéh/ado, 1h/dia; 101,80 £ 4,40' 100,40+2,20" i
5x/semana; 8 semanas
Natagdo; 4% do peso corporal caudal; 1h/dia;
5x/semana; 10 semanas
60% da intensidade do teste Tmax realizado; 1h/dia;

HA sem DEX 21 musculo ratos 101,10 + 2,70* 100,90+3,11* i
Sx/semana; 8 semanas

- 16 musculo ratos 67,90 + 17,40% 130,30+282 |- INT

HAcomDEX 21  misculo ratog ©070daintensidade do teste Tmax realizado; 1/dia; 103,30+ 4,901 101304535 i
5x/semana; 8 semanas

Natagdo; 4% do peso corporal caudal; 1h/dia;

i 21 LU Sx/semana; 10 semanas

86 +17,70* 136,80+28,80* |- INT

HAsODEX 126 ‘msuls e o oceoadntensidadedo esie Tmax realizado; 1hidia; 113,204 5,70! 1002042,90! 1-INT
S5x/semana; 8 semanas

0, ‘ 3 Ti 3 : 1h/dia:
HAcomDEX 126 misculo ratos 0% dainiensidace do teste Tmas yealizado; 1hidia; 115,70 + 14,70! 100.20+2,90! 1-INT
5x/semana; 8 semanas

Natagio; 4% do peso corporal caudal; 1h/dia;

- 126 musculo  ratos P
Sx/semana; 10 semanas

95+152 70,90+15* 1-INT

60% da intensidade do teste Tmax realizado; 1h/dia;

HAsem DEX 155 musculo  ratos _
Sx/semana; 8 semanas

100,50 = 1,50* 100,90+1,70* it

HA com DEX 155 silisls it 60% da intensidade do teste Tmax realizado; 1h/dia; 100,80 = 270" 100.90+1,17" "

5x/semana; 8 semanas

~ 155 Tissue =7 Esteira com velocidade de 8-20m/min; 0.5-1h/dia; 0,88 +0,10° 0,3040,05¢ 1-INT
7x/semana; 12 semanas

HAsem DEX 221 misculo  ratos 0070 da lnléﬂ&d&\df do les?e Tmax realizado; 1h/dia; 102 £ 6,60" 100,10+1,09! "
5x/semana; 8 semanas

TR TR
HAcomDEX 221 xfisculo ratos o< 42 infensidade do teste Tonax sealizado; dhidia, 101 + 580" 10121,53: i
Sx/semana; 8 semanas

% s1 ‘max iza . /dia:
HA sem DEX 22 ihbats s 60% da mtensndadg do teste Tmax realizado; 1h/dia; 100+ 3! 1003,11! n
5x/semana; 8 semanas

i E— Ty
A cmDEx I B i B ool o D A s e Al zadD i hldie; 106+ 17! 99,543,551 i
Sx/semana; 8 semanas

raloci o de 8-20m/min: - ih/diay
& 27a Tecido — Esteira com velocidade de 8-20m/min; 0.5-1h/dia; 125 40,15 0,49:0,07* - INT
7x/semana; 12 semanas

Esteira com velocidade de 10 m/min; 1h/dia;

- 27a  Exossomo ratos P

2,80+ 0,31° 1£0,12° 1-INT

2o e 8-20m/min: 0.5-1h/dia:
N 143 Tecido sitos Esteira com \elmrldnde de 8-20m/min; 0.5-1h/dia; 115 +0.20° 224+026" |- INT
7x/semana; 12 semanas

= 145 Tecido Tatos Esteira com \elocndad'e de 28m/min, 1h/dia; 271 £ 0,63* 1,69£0,45¢ 1-INT
Sx/semana; 8 semanas

. 214 Tecido  fatos Esteira em 60-79% da‘vcloculadc madxima de corrida; 419,80+ 211.40" 130,8496" 1~ INT
1h/dia; 5x/semana; 8 semanas

~Bd O in means and $6% O

Stddit  Stndard Lower  Upper Relative

inmeans  error  Variance limit  limit ZValue p-Value weight
126,00 Herrera, et al 2020 without medication 3 muscle - anterior thiaks rats 126,000 2899 1013 1025 4883 0914 2863 0004 1875 —
126,00 Herrera, et ai 2020 with dex 3 muscle - ankerior bixalis rats 126,000 1478 0798 0637 3042 0086 -1853 0064 3020
126,00 FERNANDES, Tago etal 20123 muscle - soleus rats 126,000 1504 0614 0376 2797 031 2508 0000 5108 ——
126,00 Pooled 1,804 0438 0102 2063 094 414 0000 -
128,00 Prediction Interval
143,00 GU, Qietal 20142 Tasue - aorta rats 143,000 4476 0837 0701 2835 6117 5M6 0000 10000 ——
143,00 Pooled 447 0837 0701 285 61177 536 0000 e
143,00 Predicton Interval
145,00 UIAD, Jingwen etal 2018 145,000 1,84 0973 0947 3742 0073 -1885 005 10000
145,00 Pooled 184 0973 0947 3742 0073 -1885 0050
145,00 Prediction Interval
185,00 Herrera, et al 2020 without medication 4 muscle - antenior bsalis rats 155,000 0321 0712 0506 -1074 1716 0451 0652 3401
166,00 Herrera, et al. 2020 with dex 4 muscle - anterior tbrakls rats 155,000 0046 0707 0500 -1340 1432 0065 0948 3404
155,00 GU, Qi etal 20143 Tessue - aorta s 155,000 5937 100 1081 7975 389 5710 0000 3195 ——
155,00 Pooled 1772 1741 3033 5185 1641 1018 0300
195,00 Prediction Interval 1112 44754 41200
16,00 Hermera, et al. 2020 without medication 1 muscle - anterior tbiaks rats 16,000 44828 11229 126005 66836 2819 392 0000 446 3
16,00 Hemera, et al 2020 with dex 1 muscle - antencr tiballs rats 16,000 0,395 0714 0510 1795 1004 0554 0580 478
16,00 FERNANDES, Tiago etal 2012 1 muscle - soleus rats 16,000 2687 o 0544 1242 412 364 0000 an ——
16,00 Pooled 0,907 2486 6180 5779 3965 0365 0715
16,00 Predicton interval 0,907 65600 53876
21,00 Herrera, et al. 2020 without mecication 2 muscle - anterior tbiaks rats 21,000 0,307 0711 0506 -1701 1087 0431 0666 3304
2100 Herrera, et al. 2020 with dex 2 muscle - anterior tballs rats 21,000 0391 0714 0510 -179 1008 0548 0584 3298
2100 FERNANDES, Tiago et al 20122 muscle - soleus fas 21,000 2123 0668 0447 0813 32 3178 0001 398 ——
21,00 Pooled 0491 0841 0708 0745 2140 0584 0550
21,00 Predicton Interval 0491 18961 19,943
214,00 RODRIGUES, J. A et af. 2018 Tissue -lefl ventricle  rats. 214,000 1,761 0745 0555 3221 0301 2363 0018 10000
214,00 Pooked 1,761 0745 0865 3221 0301 233 0018 t
214,00 Predicton Interval
2100 Herrera, et al. 2020 without medication 5 muscle - anterior Wiaks rats 221,000 0208 0709 0503 1597 1182 023 0769 4988
2100 Herrera, et al 2020 with dex 5 musce - anlenor tbals fats 221,000 0077 0707 0500 -1464 1308 0100 0913 5012
221,00 Pooled 0,142 0501 0251 1124 08% 0284 0776
21,00 Prediction Interval
2200 Herrera, et al. 2020 without medication 6 muscle - anterior tiaks rats 222,000 0,143 0708 0501 1531 1245 0202 0840 5068
22200 Herrera, et al 2020 with dex 6 muscie - antenior tbals rats 222 000 0492 o078 0515 1898 0915 0685 0493 “oxr
2200 Pooled 0315 0504 0254 -1303 0673 0625 0512
2200 Prediction Interval
2100 GU, O etal 2014 1 Tissue - aorta s 27,000 4199 0801 0841 5768 260 5246 0000 7155 ——
2700 CHEN, Shuzhen et al. 2024 Exossomes s 27,000 7511 2317 5368 12082 2970 A2 0001 2845 ————
2700 Pooled 5,142 1494 2233 8070 2213 3441 0001 | p—
2700 Predicson bterval
Owrat Predicion bterval 0620 501 3782

15,00 7.50 000 7.5 15,00
Favours A Favours 8

Figura 2. Forest plot da analise por miRNA
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CONCLUSOES:

ETAPA 1. Pode-se concluir que os microRNAs 27a e 126 possuiram maiores variagdes entre os grupos treinados e ndo
treinados, corroborando com os achados da literatura até 0 momento. Entretanto, a heterogeneidade nos estudos em relacéo a
unidades de medida, material biol6gico/tecido analisado, microRNAs e pouca variedade de espécie (a maior parte dos estudos
sdo realizados em animais) mostra a necessidade de pesquisas adicionais para confirmar tais resultados.

ETAPA 2. Em fase de analise das amostras e resultados para conclusdes.
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