Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”
Faculdade de Ciéncias
Departamento de Educacéo Fisica
Programa Interinstitucional de P6s-Graduacédo em Ciéncias
Fisioldgicas
UFSCAR/UNESP

OS EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO, ASSOCIADO AO
PERINDOPRIL, NA RIGIDEZ ARTERIAL DE RATOS
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS.

Danyelle Siqueira Miotto— UNESP/Bauru
Orientadora: Sandra Lia do Amaral Cardoso — UFSCAR/UNESP e
UNESP-Bauru



Danyelle Siqueira Miotto

OS EFEITOS DO TREINAMENTO FIiSICO, ASSOCIADO AO
PERINDOPRIL, NA RIGIDEZ ARTERIAL DE RATOS
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS.

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa Interinstitucional de P6s-Graduagdo em
Ciéncias Fisiolégicas do Centro de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de
Sdo Carlos e Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” de Araraquara como
requisito para a obtencédo do titulo de Mestre em
Ciéncias Fisioldgicas.

Orientadora: Sandra Lia do Amaral Cardoso

Bauru
2019




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
L'FL:{.;*ﬂ Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude

Programa Interinstitucional de Pés-Graduagéo em Ciéncias Fisiologicas

Folha déi;&brrovagéd:

Assinaturas dos membros da comiss&o examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Dissertacao de Mestrado da
candidata Danyelle Siqueira Miotto, realizada em 27/03/2019:

AALD

Prof. Dr<Jesus Carlos Andreo
USP

Profa. Dra. Marilia Afonso Rabelé Buzalaf
UsP




DEDICATORIA

A Deus por ter me guiado até aqui. Aos meus pais, meus alicerces estdo comigo de forma incondicional,
sdo aqueles que me ensinaram TUDO NA VIDA, a ser o que eu sou hoje. Aos meus tios Rute e Marcos,
minha prima Nycole que sempre me apoiaram de maneira singular. Meu av6, meu melhor fa. E aquele
que eu escolhi para viver pelo resto da vida, Vinicius, me apoia me escuta, as vezes opina, mas

independentemente sempre esta comigo em TODAS AS HORAS.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente ao programa interinstitucional de Pds-graduagdo em Ciéncias Fisioldgicas
UFCAR/UNESP e a todos os envolvidos, como todos os professores, e profissionais

administrativos que me auxiliaram até o final.

Fundacao de Amparo e Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), projeto 2017/ 00509-
1. “O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cadigo de Financiamento 001”. Agradeco
a CAPES pelo apoio financeiro durante o mestrado nimero do processo 1692103 (2017-
2019).

A Prof(a) Dra. Marilia Buzalaf por abrir o laboratdrio para que pudéssemos realizar essa
analise de protedmica muito importante para nosso projeto e a sua aluna de doutorado
Aline Dionisio por todo suporte e ensinamento, durante too o processo de prepacdo do
tecido, que foram extremamente importantes para que eu conseguisse finalizar a
protebmica. Foi realizada no Departamento de Bioquimica, FOB/USP- Bauru e
disponibilidade em me ensinar e esclarecer todas as dividas que sugiram durante esse

processo.

Ao Prof. Dr. Carlos Vicentini por também abrir as portas do seu laboratério (LAMOA)
na UNESP — Bauru, departamento de biologia, e aos seus alunos Thales, Diego, Mario, e
Mateus que se disponibilizaram um pouco do seu tempo para me auxiliar na execucao e
interpretacdo das analises histologicas, como também o Prof. Dr. Anderson Zago por
disponibilizar o laboratorio e também o Aluno André Jacomini para nos ajudar a realizar

a dosagem de nitrito e nitrato do plasma sanguineo.

Claro que ndo poderia deixar de agradecer aos meus AMIGOS do laboratério LEFEX,
cada um de uma maneira mais que especial fizeram parte dessa etapa da minha vida, tento
por meio de uma palavra descrever oque cada um representou nesses dois anos, sendo
isso muito dificil, mas acredito que sdo palavras que descrevem um momento que
amadureci com cada um, de maneira diferente. O Vinicius, companheiro, Lidieli,
surpresas, e Francine, seguranca. Alem de que vao ficar gravados e guardados de maneira
muito especial em meu coracdo. N&o poderia deixar de agradecer a Prof(a) Dra. Dulce V.

B. Sartori, por ter me estimulado a fazer iniciag&o cientifica mesmo diante de todas as



dificuldades de uma faculdade particular, e sempre me estimular a seguir a area
académica quando soube o meu interesse nessa carreira. A partir dela conheci o “Prof”
Anderson Macedo, a qual eu tive a oportunidade de auxiliar em aulas praticas, e desde
entdo tomar mais conhecimento sobre mestrado/doutorado, se dispds a me apresentar ao
laboratério, por tudo isso e muito mais, sou imensamente grata. Obrigada a todos, por
TUDO.

Agradecer imensamente a prof (a). Assoc. Sandra Lia do Amaral Cardoso, por
primeiramente abrir as portas do laboratorio para mim, desde o inicio sempre se
prontificou a me ajudar, esclarecer, instruir, em todos os aspectos do que seria um
laboratério experimental muito obrigada pro todo esse apoio, essencial para que eu
pudesse conseguir passar no exame, ingressar no mestrado e concluir essa etapa. Muito

obrigada por toda a paciéncia e ensinamentos.

A minha mde Else e meu pai Miotto, que sempre estiveram na minha retaguarda para que
eu pudesse buscar meus sonhos, que me apoiaram a todo 0 momento durante esses dois

anos de mestrado. Aqueles que eu AMO muito.

Meus tios Rute e Marcos como também minha prima Nycole, que sempre estavam ali no
final de semana muitas conversas, chocolates e filme, sempre me apoiaram e me

escutaram.

E por fim, mas claro que ndo menos importante, meu noivo Vinicius, que me apoiou todo
o tempo, fez macarrdes de quartas-feiras, meu dia mais puxado, e de quebra ainda me
ouvir falar muito sobre tudo que aconteceu durante o dia enquanto assistiamos ao jogo na
TV. Eu AMO VOCE, obrigada por esta comigo todo o tempo, por me estimular em tudo,

por simplesmente me fazer téo feliz.

Enfim, eu gostaria de agradecer muito mais, encher de muitas palavras esses
agradecimentos, mas nenhuma palavra explicaria com exatiddo toda a gratiddo que tenho
por cada um. MUITO OBRIGADA!



RESUMO

A hipertensdo arterial (HA) é uma doenga complexa e multifatorial, considerada um dos
principais fatores de risco de doencas cardiovasculares. Em sua fase crénica, é mantida
principalmente por alteragdes estruturais nos vasos que contribuem para aumentar a resisténcia
vascular. As alteracOes nas propriedades elasticas intrinsecas da parede do vaso contribuem para
determinar arigidez arterial, a qual vem sendo considerada um importante preditor de mortalidade
cardiovascular. Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (iECA) vém sendo utilizados
para melhorar a complacéncia dos vasos, no entanto, pouco se sabe sobre o uso dos iECA,
associados ou ndo ao treinamento fisico (TF) aerébio, na melhora da rigidez arterial em animais
hipertensos. A hipdtese deste estudo foi que o TF, associado ao tratamento com perindopril,
poderia melhorar a rigidez arterial e a pressdo arterial (PA) dos SHR, quando comparados aos
tratamentos isolados. O objetivo geral desse trabalho foi verificar os mecanismos induzidos pelo
TF aerobio, associado ou ndo ao tratamento com perindopril que podem contribuir para o
remodelamento da aorta e do VE de SHR e, consequentemente, melhorar rigidez arterial e pressao
arterial. Foram utilizados 49 SHR (200-300g) separados aleatoriamente em 4 grupos: 1/
sedentario controle (SC, n=12) 2/ sedentério perindopril (SP, n=10, sedentarios e tratados com
perindopril, 3mg/kg por dia, via gavagem) 3/ treinados controle (TC, n=13, submetidos a TF
aerobio em esteira por 60 dias), 4/ treinado perindopril (TP, n=14, submetidos a TF aerdbio e
tratados com perindopril). Todos os grupos controles receberam tratamento com &gua e 10 ratos
Wistar foram usados com controle normotenso. Semanalmente foi aferida a pressdo arterial de
cauda dos ratos. A rigidez arterial foi avaliada pela medida de velocidade de onda de pulso (VOP).
Apos analises de PA direta, do balanco autonémico e barroreflexo espontaneo, a artéria aorta foi
retirada para andlise protedmica e os tecidos musculares (s6leo, SOL e ventriculo esquerdo, VE)
para as anélises histolégicas. Os SHR sedentarios (SC), apresentavam peso corporal (-26,51%) e
0 peso do SOL (-26%) menor quando comparados aos ratos wistar, entretanto os valores de PAS,
PAD e PAM encontravam-se elevados (+69,61, 62,33% e 63,53% respetivamente). Da mesma
forma, a VOP (+49,35%) e a atividade nervosa simpatica para 0s vasos (+64,33%) era maior
guando comparadas com os wistar. Os SC apresentavam menores valores de efetividade de
bradicardia reflexa (GAIN UP , -43,70%) e da somatdria das respotas de bradicardia e taquicardia
reflexas (GAIN ALL, -42,47%), quando comparado com os wistar. A densidade de colageno
encontrava-se aumentada (+136,80%) nos ratos SC, enquanto que a razdo C:F (+24,34%) se
apresentava maior nos wistar. A VOP estava aumentada nos SHR e o tratamento com perindopril
e/ou o TF foram eficazes em reduzi-la (-36%, -21% e -46%, para SP, TC e TP, respectivamente,
p<0,05), comparados ao SC. Os valores de AST da camada média das arteriolas da musculatura
esquelética também estavam menores nos grupos SP (-59%), TC (-55 %) e TP (-44%),
comparados ao SC. Adicionalmente, a densidade de colageno no VE dos SHR também estava
reduzida apds tratamento com perindopril (-53%), TF (-46%) ou associacdo (-52%). Somente 0s
grupos treinados apresentaram maior razdo de capilares/fibras (+63,57% e +36,52%, para TC e
TP respectivamente). A atividade nervosa simpatica para 0s vasos estava menor nos grupos
treinados. A analise protebmica permitiu sugerir que algumas proteinas que estavam
suprareguladas pelo tratamento farmacol6gico foram contrabalanceadas pelo TF, por vias
diferentes. Os principais resultados desse estudo sugerem que a melhora da rigidez arterial apds
TF aerdbio parece estar associada com uma reducgdo da atividade do sistema renina angiotensina,
uma vez que os resultados foram semelhantes aqueles encontrados apés tratamento com
perindopril. Apesar das respostas funcionais serem semelhantes, os resultados da proteémica
sugerem que os diferentes tratamentos modulam vias diferentes de proteinas. A reducéo de rigidez
arterial parece estar também associada com alteragBes locais e neurais presentes na
microcirculacdo da musculatura esquelética e a associacdo das duas estratégias ndo apresentou
efeito sinérgico na redugdo da VOP ou PA nos SHR, no entanto, somente os animais treinados
apresentaram angiogénese na musculatura esquelética.

Palavras chaves: Inibidores da ECA, velocidade de onda de pulso, exercicio fisico,
hipertenséo arterial.



ABSTRACT

Hypertension (HT) is a complex and multifactorial disease considered one of the main
risk factor for cardiovascular diseases. It is maintained mainly by structural changes in
vessels that contribute to increase vascular resistance. Changes in the intrinsic elastic
properties of the vessel wall contribute to determine arterial stiffness and may
compromise vessel functioning. Currently, arterial stiffness has been considered an
important predictor of cardiovascular mortality. Among the antihypertensive treatments,
angiotensin converting enzyme inhibitors (ACEi) have been used to improve vessel
compliance, however, almost nothing is known about the use of ACEi, associated or not
with aerobic TF, on the improvement of arterial stiffness in hypertensive animals. We
hypothesized that T associated with perindopril could improve arterial stiffness and HT
higher than isolated treatments. Therefore, the aim of this study was to investigate the
effects of aerobic T, associated or not with perindopril treatment on arterial stiffness,
arterial pressure and cardiac remodeling in spontaneously hypertensive rats (SHR). 49
SHR (200-300g) were randomly allocated into 4 groups: 1 / sedentary control (SC, n =
12) 2 / sedentary treated with perindopril (SP, n = 10, 3 mg / kg per day, by gavage) 3/
trained control (TC, n = 13, which underwent treadmill aerobic exercise per 60 days), 4
/ trained perindopril (TP, n = 14, which underwent aerobic TF and were treated with
perindopril). Ten wistar rats were used as normotensive control. Weekly tail pressure
measurements were measured. At the end of experimental protocol, pulse wave velocity
(PWV) was performed to analyze arterial stiffness. After measurement of direct arterial
pressure (AP), autonomic balance and barroreflex analysis, aorta artery was removed for
proteomic analysis and muscle tissues (soleus and left ventricle) for histological analyses.
The sedentary hypertensive rats (SC) presented lower body weight (-26.51%) and lower
SOL weight (-26%) compared to wistar rats. However, hemodynamic values of SBP,
DBP and MAP were elevated (+ 69.61%, 62.33% and 63.53% respectively), as well as
VOP (+ 49.35%) and sympathetic nerve activity for vessels (+ 64.33%) when compared
to wistar. Spontaneous (non-pharmacological) barroreflex analysis of SC had values of
reflex bradycardia (GAIN UP, -43.70%), as well as the sum of reduced reflex bradycardia
and reflex tachycardia (GAIN ALL, -42.47%), when compared to wistar. The histological
analysis of collagen density was increased (+ 136.80%) in SC rats, whereas C: F (+
24.34%) was higher in wistar. PWV was higher and treatment with perindopril and / or T
were able to reduce it in SHR (-36%, -21% and -46%, for SP, TF and TP, respectively),
compared with SC. Media wall AST values were also reduced in the SP (-59%), TC (-
55%) and TP (-44%) groups, compared with SC. In addition, LV collagen density was
reduced after perindopril (-53%), T (-46%) and its association (-52%). Only trained
groups presented higher values of capillary-to-fiber ratio (64% and 37%, for TC and TP
respectively). Sympathetic nervous activity to the vessels was also reduced only after T.
Proteomic analysis suggested that some proteins that were up regulated after perindopril,
were contra balanced by T, through different pathways. Results of this study suggest that
reduction of arterial stiffness induced by T maybe associated with renin angiontensin
system, since reduction were similar to those after perindopril treatment. Besides
functional responses were similar, proteomic results suggest that both strategies act
through different protein pathway. Improvements of arterial stiffness may be also
associated with local and neural skeletal muscle microcirculation alterationsand both
treatments did not determine synergic responses.

keywords: ACE inhibitors, pulse wave velocity, physical training/exercise, hypertension.
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INTRODUC}AO /| REFERENCIAL TEORICO

As doengas coronarianas sdo as principais determinantes de mortalidade em todo
mundo (LAURENT et al., 2001; BEN-SHLOMO et al., 2014). Dentre os fatores de risco pode-
se citar a hipertensdo arterial (HA), que € caracterizada por elevados e sustentados niveis
pressoricos, sendo considerados > 140 e/ou 90 mmHg. Com base nos dados entre os anos de
2009 a 2012 nos EUA, adultos > 20 anos de idade, que ja tinham como diagndstico a HA
representavam 80 milhdes de pessoas (MOZAFFARIAN et al., 2016). A previsédo de acordo
com Cipullo et al., 2009 é que em 2025 cerca de 1,6 bilhdes de pessoas ho mundo serdo
individuos hipertensos, sendo que EUA (21%) e Canada (33,5%) lideram esse ranking,
seguido por paises Europeus (39,7%) e America Latina (40%). No Brasil a HA atinge 36
milhdes da populacdo adulta (40%) idosa (60%), sendo responsavel por 50% das mortes por
doencas cardiovasculares (SBH, 2016). Na populacdo em geral, a maioria das pessoas
acometidas por doencas cardiovasculares sdo os idosos e aqueles que apresentam outras
patologias associadas como as doencas crénicas (BLACHER et al., 2002). No ano de 2016,
as doencas cardiovasculares foram responsaveis por 1.115.951 internacbes no Brasil
(DATASUS, 2017).

1.1. Sistema Cardiovascular, Rigidez Arterial e Hipertensao Arterial

A Pressdo arterial (PA) é determinada pelo débito cardiaco e resisténcia vascular
periférica. As mudancas estruturais nos vasos de resisténcia, como as alteraces do diametro
do limen, area de sec¢do transversa externa e interna, o aumento da razdo parede/limene até
mesmo a rarefacdo de capilares colaboram significativamente para aumentar os niveis da PA
e manter a hipertensdo (MULVANY , 2011; DEBBABI et al., 2006). Além destas alteragoes
estruturais, outro fator que influencia a resisténcia vascular e a PA é o comprometimento da
complacéncia vascular (capacidade funcional).

A partir da capacidade funcional das artérias, elas podem ser separadas em duas
categorias, com regides anatbmicas e fungdes distintas: as artérias elasticas (por exemplo, a
aorta), localizadas mais préximas ao coracdo, que tém como funcdo se expandir para
armazenar sangue durante a sistole, permitindo que o fluxo chegue aos capilares durante cada
ciclo cardiaco e artérias musculares (por exemplo, a femoral), localizadas nas regides mais
distais em relacdo ao coracdo, que podem modificar suas caracteristicas estruturais, para
alterar a velocidade de deslocamento da pressdo da onda até que volte ao coragdo
(GKALIAGKOUSI and DOUMA, 2009).
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Independente das categorias, a parede dos vasos é dividida em trés camadas basicas:
intima, média e adventicia. intima, formada por células endoteliais, é a camada mais intima
dos vasos e tem a capacidade de liberar ou inibir substancias relacionadas a inflamacdes locais,
coagulagdo sanguinea, agregacdo de plaquetas e outras situacBGes pertinentes ao sistema
vascular; Tanica média, que é uma camada intermediaria e que esta presente em boa parte das
artérias, a qual é composta por uma grande quantidade de fibras musculares lisas e colagenas,
e também uma pequena porc¢éo de tecido conjuntivo elastico e a adventicia, que é chamada de
tinica externa, justamente por ser a camada mais externa de todas. Nela é encontrado
predominantemente tecido conjuntivo, além de alguns filetes nervosos e também vasculares,
que servem para inervar e irrigar essas artérias. Trabalhos demonstram que a camada média é
a mais determinante da rigidez arterial. Ela € composta basicamente pelo masculo liso e sua
morfologia é caracterizada por células longas, fusiformes, mononucleadas e contém proteinas
contrateis (GUYTON, HALL and JOHN, 2011). A elasticidade das artérias depende do
balanco entre proteinas estruturais responsaveis por determinar o limite entre contracdo e
relaxamento como, por exemplo, colageno e elastina, encontrados na camada média das
paredes dos vasos. Alteracfes nesses componentes, como aumento da degradacdo e sintese de
colageno, destruicdo e reconstrucdo das fibras de elastinas levam a um remodelamento e
modificam suas propriedades mecanicas.

Trabalho recente de nosso grupo (FABRICIO, 2018) demonstrou uma correlacao
positiva entre a deposicdo de coldgeno na parede da aorta, carétida e femoral com o aumento
da rigidez arterial, demonstrada pelo aumento da velocidade da onda de pulso (VOP)
comparando ratos jovens com idosos. O colageno e elastina desempenham papel distinto nessa
manutencdo das propriedades mecéanicas do vaso e tem sido demonstrado por alguns autores
que a distribuicdo, particularmente do colageno, correlaciona-se intimamente com a
hipertensdo arterial, pois 0 aumento da pressdo luminal estimula a sintese excessiva de
colageno (XU et al., 2000; ZIEMAN, MELENOVSKY and KASS, 2005).

A rigidez arterial, analisada pela medida da VOP, se desenvolve devido as alteracdes
entre estruturas estaveis e substancias dindmicas, que se modulam e acarretam mudancas na
parede dos vasos (ZIEMAN, MELENOVSKY and KASS, 2005). Estas alteragdes nas
propriedades elasticas dos vasos determinam um comprometimento funcional, fazendo com
que a VOP seja considerada um importante marcador de doencas cardiovasculares
(HAMILTON et al., 2007; VLACHOPOULOS, AZNAOURIDIS and STEFANADIS, 2010;
SAKURAGI and ABHAYARATNA, 2010). Neste sentido, a medida de VOP vem sendo
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amplamente utilizada na clinica, no entanto, 0s mecanismos responsaveis pelas alteracoes
observadas na resposta de VOP nem sempre sdo possiveis de serem analizados.

A VVOP se caracteriza por uma medida do componente vascular por meio da velocidade
referida entre dois pontos: artéria proximal (carétida) e outra artéria distal (femoral) e a
diferenca entre esses pontos é dada em m/s. Quanto maior for a VOP, maior serd a rigidez
arterial (P1ZZ1 et al., 2006).

Alguns estudos tém observado que a elasticidade da aorta e car6tida pode ser
considerada preditora para eventos cardiovasculares em pacientes com HA e com doenga renal
terminal (SAFAR and MICHEL, 2010; LAURENT, 2005). Por outro lado, Kozakova et al.
(2015) mostraram que pacientes idosos demonstram a VOP prejudicada independentemente a
mortalidade cardiovascular, indicando que a idade também é um fator que pode influenciar na
estrutura vascular e no seu aspecto funcional.

Da mesma forma, o coragdo pode desenvolver um remodelamento. S&o varios 0s
mecanismos para que ocorra esse remodelamento cardiaco, dentre eles existem o aumento da
angiotensina 1l local, que ira determinar apoptose e, em consequéncia, necrose tecidual e
regeneracdo, com a substituicao por tecido fibrético (COHN, FERRARI and SHARPE, 2000).

A hipertrofia cardiaca é uma consequéncia desse remodelamento, alterando as fungdes
hemodinamicas por meio das ativacdes do ANS, fatores humorais, locais e muitos outros
aspectos que estdo sendo investigados quanto ao tamanho, forma e funcdo cardiaca (COHN,
FERRARI and SHARPE, 2000). Esse remodelamento aumenta na maior parte as veszes a
espessura da parede do VE, levando a um aumento da massa miocérdica (KHATTAR, 2003).
Pagan et al. (2015) mostraram que ratos SHR apresentaram um maior remodelamento
cardiaco quando comparado a ratos normotensos, que se caracterizou por aumento no
diametro de midcito, densidade de colageno tipo I e 111 e alteragdes funcionais analisadas pelo
ecocardiograma, sugerindo que a hipertensao esteja relacionada com altera¢Ges estrurais no
coracdo, concordando com os estudos de Bernardo et al. (2010); Rossoni et al. (2011); Amaral
and Micheli (2011).

1.2. Tratamento Farmacologico

Pelo fato da HA ser uma patologia com caracteristicas multifatoriais, existem
diferentes tipos de tratamentos, 0s quais podem ser farmacoldgicos e ndo farmacoldgicos,
ambos eficazes em reduzir a pressdo arterial (PA). O tratamento farmacoldgico tem como
objetivo se contrapor aos mecanismos causadores do aumento da PA e, dentre estes farmacos,

pode-se citar os diuréticos, b-bloqueadores, bloqueadores de canais de calcio, inibidores da
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enzima conversora angiotensina Il (iIECA) e combinagfes entre as terapias famacoldgicas
(LEVY et al., 2001; SPIJKERS et al., 2011; MANCIA et al., 2013), mas nem todos tém a
capacidade de atuar sobre o remodelamento vascular (CHRISTENSEN and MULVANY,
2011; SCHIFFRIN, 2011).

Nos ultimos anos vem sendo demonstrado que os iIECA encontram-se entre oS
farmacos mais investigados (MANCINI et al., 2016; GUO et al., 2010) e tem sido propostas
varias combinac6es entre farmacos para se conseguir o melhor controle da PA de individuos
hipertensos, como a associa¢do do perindopril (iECA) com diurético e bloqueadores de canal
de calcio (ABRAHAM and DEZSI, 2017).

Estudos mostram que a enzima de conversdo da angiotensina Il (ECA) tem uma acgéo
prolongada e por consequéncia, ha um aumento de formacdo de Ang Il, a qual induz as
moléculas de adesdo celular, tais como citocinas quimiotaticas e pré-inflamatérias, a induzir
uma resposta inflamatdria na parede do vaso. Portanto, a prescri¢ao dos iECA, que impede a
maior parte da formacdo de angiotensina Il (Ang Il) a partir da hidrélise da angiotensina I, €
comum nas praticas clinicas, com intuito de reduzir a PA por prevenir a formacdo de Ang Il
na corrente sanguinea, reduzir a hipertrofia cardiaca e prevenir o remodelamento vascular
presente nos pacientes hipertensos (KAHAN, 1998; SCHMIDT-OTT, KAGIYAMA and
PHILLIPS, 2000). Além disso, tem sido mostrado que os iECA reduzem a PA também por
permitir a acdo da bradicinina circulante, que é um potente vasodilatador, uma vez que facilita
a acdo das prostaciclinas e a formacdo do 6xido nitrico (BREDT, 1999; FERRARI et al.,
2005). Estudos tém mostrado que os IECA tém a capacidade de reduzir a morte por infarto do
miocardio, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular encefalico, doenca arterial coronariana,
dentre outros casos e sao considerados padrdo ouro para atuar como bloqueador do sistema
renina angiotensina (SRA) (CHOBANIAN et al., 2003; WHITE, 2003; FERRARI et al.,
2005).

Existem diferentes classes de iECA, gue se diferem pelo seu terminal ligante aos sitios
ativos da enzima conversora de angiotensina (ECA). Atualmente eles séo divididos em 3
grupos: sulfidrila, carboxila e fosforila, os quais apresentam diferencas na biodisponibilidade,
dosagem, duracdo da acdo, meia vida plasmatica e via de eliminacdo (BROWN and
VAUGHAN, 2003; FERRARI et al., 2005). Os iECA tais como captopril, zofenopril, alacepril
e moveltipril, pertencem ao grupo sufidril; enquanto que os pertencentes ao grupo carboxila
sdo enalapril, ramipril, quinapril, perindopril, lisinopril, benazepril, cilazapril, delapril e
spirapril; por fim, no grupo fosforila encontra-se o fosinopril (HELAL and LANE, 2014).

Pilote et al. (2008) realizaram um estudo em larga escala, no qual 43.316 pacientes com
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insuficiéncia cardiaca (IC) congestiva foram tratados com varios tipos de iECA durante 30
dias. Apesar de todos reduzirem eficientemente a PA, o perindopril se destacou por apresentar
0 menor indice de mortalidade e um dos mecanismos foi a prevencdo do remodelamento
vascular em pacientes com IC. Mais recentemente, uma meta-analise que analisou 27 ensaios
clinicos envolvendo 2289 pacientes demonstrou que os pacientes que fizeram uso de iIECA
apresentaram que maior impacto nos resultados de VOP, reduzindo a rigidez arterial, quando
comparados aqueles que fizeram uso de beta bloqueadores, mais especificamente o atenolol
(NIU and QI , 2016).

Em concordancia, RODRIGUEZ-GRANILLO et al. (2007) avaliaram o papel dos
IECA no remodelamento vascular em pacientes que apresentavam problemas coronarianos e
verificaram que o perindopril foi associado a um remodelamento construtivo, uma vez que
ndo prejudicava a cavidade interna dos vasos, além de determinar alteracfes estruturais e
funcionais que contribuiram para a melhora da complacéncia dos vasos, por meio da analise
de ultrasson intravascular. Para investigar os possiveis mecanimos associados com a melhora
da ridigez arterial, Mancini et al. (2016) investigaram os efeitos de diferentes classes de
medicamentos no remodelamento de arteriolas coronarianas de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e verificaram que os ratos tratados com o ramipril, atenolol, indapamina,
HMR 1766 (substancia ativadora de gualinato ciclase) e perindopril apresentaram uma
reducdo da area média do vaso, no entanto, perindopril foi a droga que apresentou aumento
significativo no didmetro interno das arteriolas coronarianas. Estes mesmos autores (Mancini
et al., 2016) mostraram que os animais que foram tratados com perindopril, ramipril ou HMR
1766 apresentaram menores valores de fibrose intersticial quando comparados aqueles que
foram tratados com indapamina (blogueador de canal de célcio) ou atenolol (beta-bloqueador).
Concordando com estas informagdes, tem sido demonstrado que o tratamento a longo prazo
com perindopril pode promover uma regressdo da parede das arteriolas coronarianas e reducao
do deposito de colageno intersticial, o que proporciona uma melhora na funcéo arterial em
pacientes com doenca cardiaca hipertensiva (SCHWARTZKOPFF et al., 2000).

Estudos recentes de nosso grupo (MIOTTO, 2016; MACEDO, 2017) compararam 0s
efeitos do captopril e perindopril na PA e rigidez arterial de SHR e observaram que, apesar de
determinarem efeitos semelhantes na PA dos animais, estes farmacos ndo promoveram
reducdes significativas na VOP dos SHR. No entanto, quando o tratamento com perindopril
foi associado ao treinamento fisico, foi observada uma melhora na rigidez arterial dos ratos.
Os mecanismos responsaveis por estas respostas ndo foram investigados. Natalin et al. (2016)

demonstraram que o captopril, apesar de ser eficiente em reduzir PA de ratos com hipertensao
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renal (modelo experimental de 2R1C), s6 foi eficar em reduzir a fibrose na aorta quando
combinado com resveratrol, uma subtancia derivada da uva com capacidade anti-oxidante.

Em concordancia com os resultados obtidos em vasos, Yazawa et al. (2011)
demonstraram que ratos hipertensos com insuficiéncia cardiaca congestiva, tratados com
perindopril, apresentaram uma atenuacéo da seccdo transversa dos midcitos, do excesso do
tecido conjuntivo, do colageno, aumento da razao capilar/midcito e também uma atenuacao
do remodelamento cardiaco associados a reducao de PA, que igualmente tem sido observada
por outros autores apos tratamento com perindopril (YAZAWA et al., 2011; NEGLIA et al.,
2011).

1.3. O Treinamento Fisico

Em contrapartida, o treinamento fisico aerdbio (TF) vem sendo considerado um
tratamento ndo farmacolégico e coadjuvante no controle da HA (WALLACE, 2003; KURU
et al., 2009; KOKKINOS, 2012; MANCIA et al., 2013) e pode reduzir em 20% a taxa de
mortalidade (LEITZMANN et al., 2007). Da mesma forma, o TF combinado (resistido e
aerébio) diminui PA associado & melhoras na eficiéncia barorreflexa, aumento da
concentracdo de NO, diminuicdo da resisténcia a insulina e do estresse oxidativo de ratas
ovariectomizadas (MALFITANO et al., 2015).

Dentre os mecanismos relacionados com a reducdo de PA, induzida pelo TF aerdbio,
pode-se citar a reducdo da atividade nervosa simpatica, melhora da efetividade do
barorreflexo, aumento do nimero de capilares na musculatura cardiaca e esquelética, além da
diminuicdo da razdo parede-luz das arteriolas da microcirculacdo, entre outros (AMARAL
and MICHELINI, 2011; FERNANDES et al., 2012; HERRERA et al., 2016,
CONSTANTINO et al., 2017). Da mesma forma, Jord&o et al. (2017) demonstraram uma
melhora na PA associada a aumento de disponibilidade de 6xido nitrico em SHR submetidos
treinamento com natagao.

Em relacdo ao remodelamento cardiaco, Rossoni et al. (2011) demonstraram que TF
aerobio em esteira, realizado por um periodo de 3 meses, foi capaz de reduzir a producéo de
colageno do ventriculo esquerdo, independente de alterar o tamanho de midcitos, o que
contribuiu significativamente para diminuir os niveis pressoricos de ratos SHR idosos.

A melhora da rigidez arterial, devido & melhora da seccéo transversa de artérias como
a carotida, induzida pelo TF aerdbio, tem sido observada em mulheres pds-menopausa
(SUGAWARA et al., 2006) e em homens treinados (TANAKA et al., 2000). Por outro lado,
dados recentes de nosso grupo apontaram melhoras significativas na VOP de SHR, quando o
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TF foi associado ao tratamento farmacol6gico. Dentre os mecanismos induzidos pelo TF para
a melhora da rigidez arterial, tem sido relatado que TF pode modificar os componentes
estruturais como a matriz subendothelial e elastinas (KOHN et al., 2018). O TF também
promove muitas mudangas na camada endotelial decorrente do estresse na parede vascular
(GREEN et al., 2011), como alteracbes na espessura da parede e razdo parade luz da artéria
femoral, mensurada pelo fluxo por meio do indice de funcdo endotelial ou também pelo
método do dopper (TINKEN et al., 2010; GREEN et al., 2013).

Desta maneira, os dados apresentados até 0 momento sugerem que tanto o TF, como
o tratamento com perindopril, podem reduzir a PA e rigidez arterial de hipertensos, no entanto,
nada se sabe sobre os efeitos da combinacéo do TF e uso perindopril sobre o remodelamento

vascular e cardiaco.
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2. HIPOTESES

O treinamento fisico (TF) aerdbio, associado ao tratamento com perindopril, poderia

melhorar a rigidez arterial e a PA dos SHR, quando comparados aos tratamentos isolados.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi verificar os mecanismos induzidos pelo treinamento
fisico aerdbio, associado ou ndo ao tratamento com perindopril que podem contribuir para o
remodelamento da aorta e do VE de SHR e, consequentemente, melhorar rigidez arterial e

pressdo arterial.

3.1 Objetivos Especificos

3.1.1. Analise da PA e velocidade da onda de pulso
Analisar a PA e a velocidade da onda de pulso (VOP) dos SHR sedentérios e treinados,
tratados ou ndo com perindopril.
3.1.2. Analise histoldgica
Analisar a morfometria das arteriolas da musculatura esquelética e a deposi¢cdo de
fibras de coladgeno no VE dos SHR sedentarios e treinados, tratados ou ndo com perindopril.
3.1.3. Analise protedmica
Determinar, na artéria aorta dos SHR sedentérios e treinados, tratados ou ndo com

perindopril as proteinas envolvidas no processo de rigidez arterial.
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4. MATERIAIS E METODOS

Foram usados 49 ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e 10 ratos normotensos
(Wistar) com idade entre 7-8 semanas (250 -300g), provenientes do Biotério do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP (S&o Paulo, Brasil) porque é onde conseguimos adquirir esse
modelo animal com a devida seguranca e do Centro de Pesquisa e Producdo de Animais da
UNESP (Botucatu, SP, Brasil), respectivamente. Durante todo protocolo experimental os ratos
foram mantidos no Biotério da Faculdade de Ciéncias UNESP, campus de Bauru em gaiolas
coletivas (cinco animais cada). Todos os ratos receberam dgua e comida (Biobase) ad libitum
e foram mantidos em ciclo de claro-escuro (12h-12h) com temperatura controlada (22 £ 2°C).
O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica de animais (CEUA) da Faculdade
de Ciéncias, UNESP, campus de Bauru (# 778/2017 vol. 1) e devidamente de acordo com o

CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal).

4.1. Grupos
Os ratos foram pesados e submetidos ao primeiro teste de esforco maximo (TEM, vide
iem 3.2) para, em seguida, serem divididos em quatro grupos, de forma que nao apresentassem
diferenca significativa entre o peso corporal e a capacidade fisica maxima. A figura 1
representa o desenho experimental durante o periodo de 62 dias:

Protocolo Experimental

50-60% Capacidade Fisica Mdxima

Semkanas Dias
Ad: a
=i T S S G I R
PA Caudal PA Caudal PA Caudal PA {audal PA Caudal PA Caudal PA Caudal PA Cgudal
\/ Perindoppil (3mg /kg . gavagem) \L Eutanisia
TEM-1 A4 TEM-3 7

TEM-2 YOE \/

PA

Figura 1: Linha do tempo do desenho experimental. TEM, Teste de esforco maximo, PA Caudal, Presséo Arterial
Caudal, VOP, velocidade da onda de pulso, PA, pressdo arterial.
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Em seguida foram divididos aleatoriamente em:

e GRUPO 1: SC (n=12). SHR que permaneceram sedentarios durante todo o
protocolo experimental (60 dias) e foram tratados com salina;

e GRUPO 2: SP (n=10). SHR que permaneceram sedentarios durante todo o
protocolo experimental (60 dias) e receberam tratamento com perindopril (3
mg/kg, gavagem);

e GRUPO 3: TC (n=13). SHR que foram submetidos ao TF por 60 dias (50% -
60% capacidade fisica) e foram tratados com salina;

e GRUPO 4: TP (n=14). SHR que foram submetidos ao TF por 60 dias (50% -
60% capacidade fisica) e foram tratados com perindopril (3 mg/kg, gavagem);

e GRUPO 5: Wistar (n=10). Ratos Wistar (normotenso) que permaneceram

sedentérios durante todo o protocolo experimental e foram tratados com salina

4.2. Testes de Esforgco Maximo

Inicialmente todos os ratos passaram por um processo de adaptacdo (5-10 dias) para
verificacdo de sua capacidade de andar/correr na esteira ergométrica adaptada para ratos (10
raias suspensas de acrilico, Inbramed, Millennium). Apos este periodo de adaptacéo, os ratos
foram submetidos a um teste de esforco maximo (TEM) em esteira ergométrica, como descrito
por Barel et al. (2010), que consiste em incrementos na velocidade de 3m / min a cada 3 min
até a exaustdo. A carga maxima foi definida a partir do momento em que os ratos pararam de
correr espontaneamente.

Os testes foram realizados no inicio (TEM-1) para a separa¢do dos grupos, na metade
do periodo de treinamento (TEM-2), para readaptacdo da carga e manutencdo da intensidade
e ao final do periodo do protocolo experimental (TEM-3). Os ratos sedentarios passavam por
uma adaptacdo a cada 15 dias na esteira para que também realizassem os testes maximos no
mesmo momento que os treinados, entretanto os mesmos se mantiveram sedentarios durante

todo o protocolo experimental.

4.3. Protocolo Treinamento Fisico
Os ratos foram sumetidos a um periodo de TF em esteira ergonométrica, que foi
realizado durante uma hora por dia, 5 dias por semana, por 8 semanas, na intensidade de 50-

60% da velocidade méaxima atingida no TEM, como previamente publicado em Barel et al.
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(2010). Durante todo o periodo experimental, os ratos foram tratados com perindopril ou &gua.

O horério de TF era no perido da manha (9h).

4.4. Protocolo de Tratamento Farmacologico

Foi utilizado o conversyl® (4 mg perindopril, Servier, BR) Em todo o animal tratado
foi adminitrada a dose diaria de 3 mg/Kg de peso corporal, via intragastrica (gavagem) como
ja utilizado em nosso grupo (MACEDO, 2017), durante todo o protocolo experimental (entre
8-9h da manha). Para comprovar a efetividade do tratamento com iECA, foi realizado um teste
de infusdo de angiotensina | (Ang I) na veia jugular em dois animais: um tratado e outro
controle. A dose foi de 1pg/ul (302 pg/Kg para o rato controle e 353 pg/Kg para o tratado).
Ao final do tratamento com perindopril, o rato controle apresentou um aumento de 74% dos
niveis de PAS apds infusdo de Ang I, enquanto que o animal que foi previamente tratado com

perindopril apresentou um aumento de +36%.

4.5.  Andlises da Velocidade da Onda de Pulso (VOP)

Os ratos foram anestesiados com Anasedan® (cloridrato de xilasina,10 ml ) e Dopalen®
(cloridrato de quetamina,50 ml), CEVA, Santé Animale Paulinia, SP, Brasil e posicionados
em decubito ventral, sobre uma cama aquecedora. Um dos sensores foi posicionado no
membro toracico e o outro no membro pélvico do animal, o que permitiu avaliar a diferenca
da velocidade da onda de pulso (VOP) entre membros superiores e inferiores,
respectivamente, pelo dispositivo recentemente lancado para animais de pequeno porte
(popmétre® 1,0 Axelife SAS, France, Tous Droits reserves®), ajustado de acordo com a

distancia medida entre os sensores.

4.6. Determinacdo da Pressdo Arterial de Cauda e Direta
4.6.1. Pressdo arterial caudal (PA Caudal)

Um sistema de pletismografia (PanLab LE5001, Barcelona, Espanha) foi usado para
medicdo da pressdo da cauda conforme publicado (Amaral et al., 2000). Em resumo, um
manguito foi posicionado ao redor da cauda do rato, logo antes do transdutor, que detectou o
pulso arterial da cauda. A PA Caudal foi determinada quando o primeiro pulso foi detectado

durante o processo de deflacdo. O valor considerado foi a média de 5 medidas.
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4.6.2. Confeccéo de canulas

As canulas utilizadas foram confeccionadas com tubos de polietileno PE-50 (Scientific
Commodities Inc. Lake Havazu, AZ, Estados Unidos) e porteriormente soldadas a tubos de
polietileno PE-10 (Scientific Commaodities Inc. Lake Havazu, Az, Estados Unidos) como ja
publicado previamente (AMARAL et al., 2000).

Os ratos foram anestesiados com ANASEDAN® (cloridrato de xilasina, 10 ml) e
DOPALEN® (cloridrato de quetamina, 50 ml). Apés localizar a artéria cardtida, foi feita uma
pequena incisdo para que fosse introduzida a parte mais fina da canula, a qual foi preenchida
com solucéo fisioldgica heparinizada, como previamente publicado (HERRERA et al., 2016).
A outra extremidade da canula foi exteriorizada na regido dorsal do animal. Foi esperado um

periodo de 24 horas para a recuperacdo dos animais.

4.6.3. Registro de pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC)

Apds a recuperacdo do procedimento cirurgico, a PA foi registrada continuamente nos
ratos acordados e com livre movimentacdo. A céanula da artéria carétida foi conectada ao
sistema de registro (transdutor + pré-amplificador, ADinstrumenst®, Colorado Springs, CO,
Estados Unidos) que foi conectado ao computador, utilizando um software LabChartPro v 7.0,
pelo qual foi obtida a PA pulsatil e média. A FC foi computada diretamente pelo software a
partir dos pulsos de PA, como previamente publicado em (HERRERA et al., 2016). Os valores
de PA sistolica (PAS), PA diastolica (PAD) e PA média (PAM) foram calculados a partir dos
valores de PA pulsétil.

4.6.4. Analise espectral

O registro da PA e do intervalo de pulso dos animais (15-30 minutos com frequéncia
de amostragem de 2000 Hz) foram processados pelo software LabChartPro v7.0,
ADInstruments, NSW, Australia, que detecta os pontos de inflexao ciclo por ciclo no sinal da
PA pulsétil, determinando os valores da pressdo arterial sistdlica (PAS) batimento por
batimento. A variabilidade da FC e da PAS foram analisadas no dominio da frequéncia a partir
do software desenvolvido por Daniel Penteado Martins Dias da Universidade de S&o Paulo
(USP) (CardioSeries V2.7, http://www.danielpenteado.com).

A andlise da variabilidade da FC foi realizada por meio da decomposi¢do do
sistograma, pela Transformada Réapida de Fourier e a variabilidade da PAS a partir do
tacograma do registro da PAS. A partir desses dados, a poténcia das bandas de baixa
frequéncia (LF, 0,20-0,75 HZ) (SANCHES, 2012) e das bandas de alta frequéncia (HF, 0,75-
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3,0 HZ) foram determinadas, correspondendo respectivamente a atividade nervosa simpética
e parassimpatica (LF) e somente atividade nervosa parassimpatica (HF) (DUCHATSCH et
al., 2018). O balanco simpato-vagal foi analisado pela razdo LF/HF (ISHISE et al., 1985).

4.6.5. Analise de barorreflexo esponténeo

Essa analise foi realizada sem qualquer influéncia de drogas. Dessa forma a funcéo
barorreflexo espontaneo foi analisada a partir das faixas fisioldgicas das flutuacGes da PA, de
acordo com Costa-Ferreira et al. (2016). Foi necessaria a avaliagdo batimento por batimento
de duas variaveis: PAS e indice de pulso (IP), por meio do software Cardioseries v2.7. Este
software identifica as sequéncias de aumento espontaneo da PAS associados com o aumento
do IP (sequéncia up), bem como a diminuicdo da PAS e IP (sequéncia down). Dessa forma, a
atividade barorreflexa espontanea (gain) foi definida com a base na inclinagdo (ms/mmHg)
da regressdo linear dos valores de PAS e IP.

4.7.  Retiradas dos Musculos Esqueléticos e Cardiaco

Logo apds o registro de PA, os animais receberam uma overdose de anestésico
ANASEDAN® (cloridrato de xilasina, 20mg/kg) e DOPALEN® (cloridrato de Ketamina,
160mg/kg) e depois foram eutanasiados pela guilhotina para a coleta do sangue. O sangue foi
coletado em tubo para coleta de sangue a vacuo com reagente (Heparina), levemente agitado
por inversdo. Logo apos foi centrifugado, durante 5 min a 1792 g, o sobrenadante foi coletado
e armazenado no freezer a -80 °C.

Para as andlises histoldgicas, 0 musculo esquelético séleo (SOL) e o miocardio (VE)
foram removidos, limpos e colocados em solucdo de paraformoldeido 4% com tampéo de PBS

(Solucédo de salina tamponada com fosfato) e armazenados na geladeira por 24 horas.

4.7.1. Analises morfométricas
ApOs 24 horas, as amostras passaram por um processo de desidratacdo com &lcool
70%, previamente ao processo de inclusdo. A incluséo em Paraplast® (paraffin-
polyisobutylene mixture, sigma-aldrich) foi realizada ap0s as amostras passarem pelo
processo de desidratacdo com etanol em concentracfes 95% (2x) e 100% (3x) por um periodo
de 30 min cada etapa. Logo apos, deu-se inicio ao processo de diafanizacdo realizada para a

limpeza e clarificacdo com o xilol (3x de 30 min). Em seguida foi realizado o processo de
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inclusdo em paraplast na estufa (57°-60°C), em trés etapas de 30 min cada e, a partir desse
processo, as amostras foram emblocadas e deixadas em temperatura ambiente por 24h.

Apos serem retirados os blocos, foram realizados cortes de 7 um de espessura em
microtomo de navalha descartaveis e colocados nas laminas de vidro (pelo menos 3 cortes por
l&amina, sendo 1 IdAmina para cada animal), que foram protegidos por uma laminula colada com
permount na lamina. Assim foram totalizados 3 cortes por tecido, por animal.

As laminas com os cortes transversais do musculo SOL foram destinadas para a rotina
de coloragdo com HE (Hematoxilina e Eosina) para as analises morfométricas (HERRERA et
al., 2016) e os cortes longitudinais do VE foram corados com Picrossirius Red (JUNQUEIRA,
BIGNOLAS and BRANTANI, 1979), para realizar a analise da densidade de colageno.
Posteriormente as laminas foram observadas utilizando-se um microscopio de luz polarizada,
Leica DM4 B, com objetiva de 40X para analises morfométricas e 20x para densidade de
colageno e fotografadas utilizando a cdmera Leica MC170 HD. As analises foram realizadas
de forma cega utilizando o software ImgeJ.

As arteriolas eram localizadas em cada corte, entre as fibras musculares, préxima as
vénulas em grande parte das vezes. Para cada arteriola foi realizada a medida da &rea de sec¢do
transversa externa (AST ext) e interna (AST int). A partir das areas de AST, foi calculada a
area de seccdo transversa da camada meédia (AST ext — AST int), o didmetro externo (Diam.
ext.), o diametro interno (Didm. int.), espessura da parede [(Diam. ext. — Diam. int.)/2] e por
fim a razdo parade/luz (espessura da parede / Diam. int.) da arteriola. A anélise de densidade
capilar foi obtida por meio da média da contagem dos capilares observados nas imagens,
dividida pela area da imagem (222,360 pm?) e em seguida a area foi normalizada em mm?. A
densidade foi demonstrada como nimero de capilares/ mm?. As fibras da mesma imagem
capturada foram contadas para que fosse calculada a razdo capilar/fibora (ROSSONI et al.,
2011). A &rea de fibras coldgenas no VE foi realizada pela identifica¢&o da cor vermelha sobre
o fundo amarelo (midcito), pelo software Image J. Automaticamente o software apresentava
os resultados de area e porcentagem da area de colageno, como previamente publicado
(CURY etal., 2018).

4.8. Analises Protedmica

4.8.1. Extracdo de proteinas para anélise protedmica!

! Essas analises foram realizadas em parceria com o laboratério de Bioquimica, sob responsabilidade da Profa
Marilia Buzalaf, Departamento de Bioquimica, FOB/USP
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Inicialmente realizou-se a homogeneizacdo da artéria aorta em nitrogénio com auxilio
de um cadinho de porcelana. No total foram homogeneizadas 30 amostras (6 animais X 5
grupos experimentais). As amostras foram colocadas em baixa temperatura quando em
contato com o nitrogénio liquido. Sendo assim elas se mantiveram congeladas evitando a
degradacéo das proteinas do tecido mesmo durante a manipulag&o.

Em seguida as amostras foram homogeneizadas e passadas para a etapa da extracao
das proteinas. Inicialmente foi feita a homogeneizacao de 50 mg de tecido em 500 pL (10x o
total de mg do tecido) de tampdo de lise (Uréia/Tiouréia), incubadas por 2h na geladeira,
agitando o tempo todo e centrifugadas & 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C, seguida da coleta
do sobrenadante.

Foi realizado o Teste de Bradford, para a quantificacéo total de proteinas utilizando o
kit Quick Start TM Bradford Protein Assay (Bio-rad, Hercules, CA, EUA), em duplicata,
segundo descrito na literatura (BRADFORD, 1976). Para cada reacéo feita com o Kit, foram
utilizados 5 pL de amostra e 250 puL do reagente de coloracéo e, apos a incubacgdo por 5
minutos em temperatura ambiente, as absorbancias foram determinadas a 595 nm em
espectrofotdmetro. As concentragdes proteicas foram calculadas por meio da comparagéo com
uma curva padrdo contendo concentrac6es conhecidas de Bradford.

4.8.2. Analise protedbmica do tecido- aorta

A cada 2 amostras de animal foi realizado um pool, para realizacdo da analise
protedmica em triplicata. Dessa forma, cada grupo permaneceu com total de 3 amostras. Elas
foram subdivididas em aliquotas de 50 pL contendo 50 pg de proteinas (1 pg/uL), com o
objetivo de prepara-las para digestdo com tripsina. Foram transferidos 50 puL (1pg/uLl)
(quantidade definida na quantificagdao do pool para 50 pug de proteina + AMBIC 50 mM) para
um microtubo de 1,5 mL (Axygen, cat# MCT-150-L-C), adicionados 25 pL de uma solugao
RapiGest SF 0,2% (Waters cat#186001861), seguido da agitagdo em vortex e 10 uL AMBIC
50 mM.

Em seguida, a amostra (em um tubo) foi transferida para um bloco aquecido (37°C)
onde foi incubada por 30 minutos. Apds esse periodo o tubo foi centrifugado (funcéo pulso).
Foram adicionados 2,5 pL de DTT (ditiotreitol) na concentracdo de 100mM (BioRad, cat#
161-0611) e novamente foi feita agitacdo em vdrtex. O tubo foi transferido para um bloco
aquecido (37°C) e incubado por 60 min. ApoGs esse periodo, o bloco permaneceu em

temperatura ambiente por 2 min, sendo centrifugado em seguida (fungéo pulso). Adicionaram-
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se entdo 2,5 puL de iodoacetamida (IAA) na concentragdo de 300 mM (GE, cat# RPN 6302V)
e foi feita agitacdo em vortex.

As amostras foram incubadas no escuro a temperatura ambiente por 30 min. Apds,
foram adicionados 10 pL de solucdo de tripsina (Promega, cat# V5280) em 50 mM AMBIC,
procedendo-se imediatamente para a digestdo a 37°C overnight. Apds a digestdo, foram
adicionados 10 uL de TFA 5% preparados em H>O ultrapura (Pierce, Part no. 53102, HPLC
Grade, 10 x 1 mL) e seguiu-se a agitacdo em vOrtex. Em seguida, as amostras foram incubadas
a 37°C por 90 minutos. Logo apds foi realizada a centrifugacdo em 14.000 rpm a 6°C, por 30
minutos.

O sobrenadante foi transferido para outro tubo de coleta para entdo ser iniciado o
protocolo com as colunas Pierce C18Spin (Pierce, cat #89870). Apos realizar o protocolo, a
amostra foi acondicionada no freezer (-20 °C) e, para a andlise no espectrémetro de massas,
foi ressuspendida em 108 pL de acetonitrila 3% e acido formico 0,1% e 12 pL de padrao. A
amostra, entdo, foi levada ao Nano-UPLC (Nano-Ultra Performance Liquid Chromatography,
Waters®, Barueri, SP, Brazil), um equipamento de cromatografia liquida que apresenta
elevado desempenho em separacdo de proteinas, para identificacdo posterior por
espectrometria de massa. A identificacdo dos peptideos foi feita num sistema nano ACQUITY
UPLC-Xevo QTof MS system (Waters, Manchester, UK).

O nano ACQUITY UPLC® ¢ equipado com uma coluna analitica de fase reversa nano
ACQUITY HSS T3 (75 um X 150 mm, tamanho de particula de 1,8 um, Waters Manchester,
UK). A coluna foi equilibrada com 93% da fase mével A (&cido férmico 0,1% em agua) e 7%
da fase movel B (100% ACN + 0,1% acido férmico). Em seguida, os peptideos foram
separados com um gradiente linear da fase mével de 7-85 % (&cido férmico 0,1 % em ACN
100%) por 70 min num fluxo de 0,35 pL/min. A temperatura da coluna foi mantida em 35°C.

O espectrometro de massa Xevo® G2 Q-TOF foi operado em modo idnico positivo de
nano eletrospray e os dados foram coletados usando 0 método MSE em elevada energia (19-
45 V), que permite a aquisicdo dos dados tanto dos ions precursores quanto fragmentos numa
unica injecdo. As condicdes de fonte usadas incluiram: voltagem do capilar de 2,5 kV, cone
de amostra de 30 V, cone de extracdo de 5,0 V e temperatura da fonte de 80°C. Os dados
foram adquiridos durante 70 min, com varredura na faixa de 50-2000 Da. O lockspray, que
foi utilizado para garantir acuracia e reprodutibilidade, foi operado com uma solugcdo de
[Glu]fibrinopeptideo (1 pmol/uL), com fluxo de 1 pulL/min, como um ion de referéncia no

modo positivo a m/z 785.8427. A identificacdo das proteinas foi obtida utilizando o software
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ProteinLynx Global Server (PLGS) verséo 3,0, por meio do algoritmo de contagem de ions
incorporado ao software.

Os dados obtidos foram buscados no banco de dados da espécie Rattus Norvegicus
(UniProtKB/Swiss-Prot). A diferenca de expressdo entre os grupos foi obtida usando o
software PLGS, considerando p<0,05 para as proteinas subrreguladas (dow-regulation) e 1-p

p>0,95 para as proteinas suprarreguladas (up-regulation).

4.8.3. Andlise no cytoscape® 3.7.0

O perfil proteico foi obtido por meio do software CYTOSCAPE® v.3.7.0 (Java®
1.8.0_162). Todas as proteinas identificadas pelo espectrometro de massa foram inseridas no
software, utilizando o seu numero de acesso, podendo ser visto também no banco de dados
UNIPROT, de forma gratuita disponivel na plataforma virtual (www.uniprot.org).

Apos a confirmacdo das proteinas no banco de dados Uniprot_acession, foi criada a
primeira network. Em seguida foi necessario fazer um filtro com a taxonomia utilizada neste
estudo (Rattus norvegicus; 10116). Dentro dessa classificacdo as proteinas foram separadas
com o valor ratio maior que 1 para aquelas que foram encontradas suprarreguladas; ou ratio
menor que 1 para subrreguladas. Foram atribuidos numeros diferentes para identificar as
proteinas proprias de cada grupo da comparacéo.

Em seguida, no proprio CYTOSCAPE®, foi necessario selecionar outras
subclassificacOes da lista para formacao de networks com maior especificidade e as possiveis
comparacBGes proteicas. Dessa forma o programa também forneceu outras proteinas
relacionadas a taxonomia do presente estudo (Rattus norvegicus; 10116), que ndo foram
identificadas nas amostras, mas que interagiam com as que foram identificadas pelo
espectrometro de massa.

Por fim, foi realizada uma busca com os nomes das proteinas que foram identificadas
nas networks, para estabelecer as suas possiveis relagdes com o presente estudo. Para esta
busca foi utilizada a base de dados PUBMED (www.pubmed.com).

O CYTOSCAPE® também apresenta outros recursos interessantes como os plug-ins,
O ClueGo®, que nos permitiu classificar as proteinas identificadas pelo espectrémetro de
massa de acordo com as suas caracteristicas: processo biolégico, relagdo com o componente
celular, processo do sistema imune, funcdo molecular, KEGG (vias envolvendo genes e
genoma), REACTOME (vias bioldgicas em seres humanos) e WikiPathways (vias bioldgicas

gerais).
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As proteinas foram analisadas e agregadas pelo termo que tinha mais significado
descrevé-las. Dessa forma, genes, proteinas e RNAmM podem ser conectados e integrados
dentro de uma subnetwork criada pelo ClueGo®, que nos permite buscar interrelagdes para
ser melhor investigada e proporcionar novas associacdes potenciais podem ser criadas
utilizando o layout oferecido por meio do ClueGo®. No presente estudo foi utilizada a
categoria de componente celular. Foram considerados significantes aqueles com um valor de
Kappa score > 0,4 e a distribuicéo foi realizada de acordo com a porcentagem do nimero de
genes associados, oferecido pelo proprio CYTOSCAPE®. Por fim, foram analisadas e
descritas as possiveis interacdes interessantes para o projeto em questao.

4.9. Dosagem de Nitrito e Nitrato Sanguineo.
O nitrito no plasma foi dosado por meio das reacdes entre a amostra e 0 reagente de
Griess em microplacas de 96 pocos no aparelho leitor de placas. Foram aliquotadas 50pl de
amostra e incubados cofatores enzimaticos e nitrato (3U/ml) por 30 min para converter o
nitrato e nitrito em temperatura ambiente. Foi adicionado 50ul de Griess para reagiar com a
amostra. O valor total no nitrito foi estimado por meio uma leitura de absosbancia em uma
curva em 545 nm (HEUIL, GRISHAM and GRANGER, 1999).

5. ANALISES ESTATISTICAS

Todos os valores sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Para
as amostras com distribuicdo normal foram utilizados testes paramétricos, ou seja, analise de
variancia (ANOVA) de um ou dois caminhos ou test t- Student e, para as amostras com a
distribuicdo anormal, foram feitos ajustes pelo proprio software Sigma Stat. As diferencas de
expressao proteica entre os grupos foram obtidas pelo software ProteinLynx Global Server
(PLGS), de acordo com a intensidade de pico dos ions peptidicos, onde p<0,05 para proteinas
subrreguladas e 1-p>0,95 para proteinas suprarreguladas. Foram utilizados testes de
correlacdo de Person (para os dados paramétricos) e correlacdo de Spearman (para os dados
ndo paramétricos) entre os parametros funcionais e morfométricos. As amostras que
apresentaram diferencas significativas foram analisadas pelo post-hoc de Tukey ou
Bonferroni, com p<0,05. Foi realizada uma anélise para verificar o tamanho do efeito e o

poder de teste usado nos experimentos, utilizando o software G* Power, versédo 3.1.9.2.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grisham%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10980976
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Granger%20DN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10980976
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6. RESULTADOS

A Tabela 1 demonstra que o peso corporal (PC) dos ratos Wistar e SC era semelhante
no inicio do protocolo experimental e que no final o PC dos SC era menor que os wistar (-
26,51%). Pode-se ainda observar na Tabela 1 que o peso do muasculo SOL estava 26% menor
e 0 peso do coracdo era 39% maior nos SC, comparados aos Wistar. Ao final do protocolo
experimental, os ratos Wistar e SC sedentarios ndao apresentaram melhora na capacidade
fisica. Ao final do protocolo experimental, PAS, PAD e PAM encontravam-se elevadas no SC
(+69,61%, +62,33% e +63,53%, respectivamente), quando comparadas aos ratos
normotensos. A FC foi semelhante entre os grupos. A VOP estava maior no SC (+49,35%)

quando comparada aos Wistar.

Pode-se observar ainda na Tabela 1 que ndo houve diferenca nos valores de LF
(atividade simpética + parassimética), HF (atividade parassimpética) ou LF/HF (balango
autondmico) entre os Wistar e SHR sedentarios controle. No entanto, a atividade nervosa
simpatica para os vasos (avaliada pelos valores de LF abs) encontrava-se maior (+64,33%)

nos ratos SC, quanto comparados aos Wistar.

Os resultados das andlises de barroreflexo espontaneo (ndo farmacoldgico)
demonstram que os SHR apresentavam valores de efetividade de bradicardia reflexa (GAIN
UP, -43,70%) reduzida, quando comparada a dos Wistar. Da mesma forma, a efetividade
geral, representada pela somatdria das respostas de bradicardia e taquicardia reflexas, também
estava reduzida (GAIN ALL, -42,47%) nos SHR, apesar dos valores de taquicardia reflexa

estarem semelhantes entre os grupos.

Quanto aos valores de densidade de colageno observados no VE, o grupo SC
apresentava uma maior densidade de colageno (+136,8 %) quando comparado com os Wistar.
A densidade capilar no musculo SOL era semelhante entre os SC e wistar (+13,67%, p>0,05),
enquanto que a razdo C:F se apresentava significativamente maior (+24,34%) nos Wistar

guando comparada ao ratos do grupo SC.



Tabela 1. Comparacdo das variaveis antropométricas, de capacidade fisica, hemodinamicas,
autondmicas e morfométricas entre os animais SC (hipertensos) e Wistar (normotensos).

Wistar SC
PC Inicial (g) 117,734 134,6 + 13,5
PC Final (g) 4151 +10,4 305,3 + 8,9 #
SOL (g/100g) 0,0432 + 0,0441 0,0319 + 0,0010 #
Coragéo (g/100g) 0,2796 + 0,01324 0,3865 + 0,01613 #
TEM Inicial (s) 721 £ 66,89 819,5 + 70,46
TEM Final (s) 619,4 + 42,58 577,167 £ 54,71
PAS (mmHg) 121,67+ 4,63 206,37 + 10,11 #
PAD (mmHg) 108,32+ 5,18 175,84 + 12,34 #
PAM (mmHg) 112,77 + 4,81 184,42+ 11,60#
FC (bpm) 331,44 + 18,80 313,91+ 6,57
LF (nu %) 18+0 19,3 +1,43
HF (nu %) 80+1,43 78 £1,70
LF/HF 0,48+ 0,13 0,40 £0,11
VOP (m/s) 1,56 + 0,05 2,33+ 0,19 #
LF abs (mmHg?) 1,53+ 0,26 4,29 + 0,89 #
GAIN UP 1,5188 + 0,2616 0,8575+ 0,1416 #
GAIN down 1,2864 £ 0,1779 0,8041 + 0,1462
GAIN ALL 1,4612 + 0,2239 0,8480 = 0,1584 #
Densidade Colageno (%) 3,75+0,17 8,88+ 0,74 #
Densidade Capilar (n/mm?) 407,89 + 20,19 358,81 + 18,83
C:F 1,43 £0,08 1,15+ 0,03 #

Peso Corporal (PC), Teste de Esforco Maximo (TEM) em segundos, Pressdo arterial sistélica (PAS, mmHg),
Pressdo arterial diastolica (PAD, mmHg), Presséo arterial média (PAM, mmHg), Frequéncia Cardiaca (FC, bpm)
e velocidade de onda de Pulso (VOP, m/s). Valores de Ondas de Baixa Frequéncia (LF); Ondas de Alta
Frequéncia (HF); Balango autondmico LF/HF; atividade simpética para os vasos (LF abs, mmHg?); GAIN UP
(bradicardia reflexa); GAIN DOWN (taquicardia reflexa); GAIN ALL (somatoria da bradicardia e taquicardia
reflexas); Densidade Capilar (n/fmm?); Razéo capilar fibra (C:F). Significancia: # vs wistar, p<0,05.
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A Tabela 2 compara os valores de PC inicial e final entre os grupos hipertensos.
Como pode-se observar, todos 0s grupos iniciaram o protocolo experimental com PC
semelhantes e aumentaram similarmente o PC durante as 8 semanas de protocolo

experimental.

Tabela 2. Valores de peso corporal inicial e final dos ratos SHR.

Grupos PC Inicial (g) PC Final (g)
SC 134,6 £ 13,5 305,1+89 &
SP 157,7+ 13,2 313,3+£16,0 &
TC 158,3+ 11,8 306,9+6,4 &
TP 165,4+ 7,3 303,3+7,8&

PC: peso corporal. Sedentario controle (SC, n=12); Sedentério perindopril (SP, n=10); Treinado controle (TC,
n=13); Treinado perindopril (TP, n=14). Significancia: & vs inicial, p<0,05.

Pode-se observar na Figura 2 que, apesar dos valores de massa do SOL estarem

menor nos SC comparados aos Wistar, ndo houve diferenga entre 0s grupos.
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Figura 2. Valores de massa do musculo s6leo, normalizada pelo tamanho da tibia, em todos os grupos analisados:
Sedentario controle (SC, n=12), Sedentario perindopril (SP, n=9), Treinado controle (TC, n=12), Treinado
perindopril (TP, n=11).

A Figura 3 ilustra que o tratamento com perindopril foi capaz de reduzir a massa
cardiaca (-14,97%) nos SHR sedentarios (SC) e treinados (TP, -18,01%, TC 7,38%),

comparados aos respectivos controles.
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Figura 3. Valores massa cardiaca, normalizada pelo tamanho da tibia, em todos os grupos analisados: Sedentario
controle (SC, n=12), Sedentario perindopril (SP, n=9), Treinado controle (TC, n=12), Treinado perindopril (TP,
n=11). Significancia: * vs controle; + vs sedentério, p<0,05.

Ao final do protocolo de treinamento, os ratos treinados aumentaram (+432,58%) a
sua capacidade fisica (tempo maximo na esteira durante o TEM), quando comparados aos que
se mantiveram sedentarios (-81,22%). Pode-se observar na Figura 4 (painel esquerdo) que,
quando analisados separadamente, os grupos TC (+223,77%) e TP (+249,02%) aumentaram
similarmente a capacidade fisica maxima, ou seja, o tratamento farmacoldgico ndo prejudicou
0 ganho da capacidade maximo dos animais. A linha tracejada representa a resposta de TEM
dos Wistar. Na Figura 4 (painel direito) é possivel observar que todas as formas de tratamento
foram eficazes em reduzir a PA caudal dos animais SHR. Entretanto os grupos tratados (SP e
TP) apresentaram reducdo dos valores pressoricos a partir da 3% semana de TF, sendo que 0

grupo que soé treinou apresentou reducdo da PA a partir da 4% semana.
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Figura 4. Painel esquedo: Valores de delta do teste de esforgo maximo (TEM, s), entre o fim e inicio do
treinamento fisico, nos grupos analisados: Sedentario controle (SC, n=12), Sedentario perindopril (SP, n=10),
Treinado controle (TC, n=13), Treinado perindopril (TP, n=14). - - - - - Linha representativa / ilustrativa do
grupo wistar (n=8). Painel direito: Valores de pressdo arterial caudal durante o periodo experimental.
Significancia: + vs sedentario; * vs controle; # vs inicio, p<0,05
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A Figura 5 ilustra os valores de PAS, PAM, PAD e FC. A linha tracejada ilustra que
0s animais SC apresentavam valores de PAS, PAD e PAM maiores que os Wistar. Observa-
se que tanto o grupo tratado com perindopril (SP) quanto o grupo treinado (TF) apresentaram
valores menores de PAS (-36,67%, Tamanho do Efeito 2.98 e Poder do teste de 99% e -
27,19%, Tamanho do Efeito 1,78 e Poder do teste de 95%, para perindopril e TF,
respectivamente), PAD (-37,11% e -29,16%, para perindopril e TF, respectivamente) e PAM
(-38,23% e 31,28%, para perindopril e TF, respectivamente). A FC ndo foi diferente entre os
grupos. Os grupos treinados e tratados ndo apresentaram resposta maior que aquela ja atingida
com tratamento ou treinamento. Quando foi realizada a correlagdo entre a tempo no teste de

esforco e a PAS observou-se uma correlacao significativa negativa (r = -0,6501, p<0,05).
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Figura 5. Valores de Pressao arterial sistélica (PAS), Pressdo arterial diastolica (PAD), Pressao arterial média
(PAM) e Frequéncia cardiaca (FC) nos 4 grupos analisados: Sedentéario controle (SC, n=11), Sedentario
perindopril (SP, n=8), Treinado controle (TC, n=8), Treinado perindopril (TP, n=10). - - - - - Linha
representativa / ilustrativa do grupo wistar (n=8). Correlagdo de Pearson entre tempo no teste e PAS entre SC e
TP. Significancia: * vs controle; + vs sedentario, && correlagdo, p<0,05.
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A linha tracejada na Figura 6 representa os valores de VOP nos Wistar, que era
significativamente menor que nos SC. Adicionalmente, a Figura 6 demonstra que 0 grupo
tratado com perindopril (SP) apresentou valores de VOP menores (-36,48%, Tamanho do
Efeito 1,56 e Poder do teste 0,93%) que a VOP dos ratos SC. Da mesma forma, tanto o grupo
TF (-21,03%, Tamanho do Efeito 0,77 e Poder do teste 0,42%) e como o TP (-46,35%)
apresentaram menores valores de VOP quando comparados aos respectivos sedentarios.
Ainda na Figura 6 (paineis inferiores) pode-se observar uma correlacdo negativa entre 0s

tempo na esteira e valores de VOP (r=-0,4033, p<0,05) e uma correlagdo positiva entre VOP

e PAS (r = 0,8162, p<0,05).
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Figura 6. Valores de velocidade da onda de pulso (VOP, m/s) nos 4 grupos analisados: Sedentério controle (SC,
n=11), Sedentério perindopril (SP, n=10), Treinado controle (TC, n=11), Treinado perindopril (TP, n=14). - - -
- - Linha representativa / ilustrativa do grupo wistar (n=8). Correlagcdo de Spearman entre TEM e velocidade de
onda de pulso (SC/SP/TC/TP) e velocidade de onda de pulso e pressdo arterial sistélica(SC/TP). Significancia:
*vs controle; + vs sedentério, && correlagdo, p<0,05.

Para analise de nitrito e nitrato do plasma sanguineo, foram utilizados alguns dos
animais e os resultados demonstraram que os ratos que foram tratados com o perindopril
apresentaram maior concentragéo de nitrito/nitrato no sangue 86% quando comparado aos SC.

Os grupos TC e TP apresentaram menor concentracdo (47% e 21%, respetivamente).
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A Figura 7 demonstra que os valores de LF, HF e balanco autonémico (LF/HF) ndo

eram diferentes entre os grupos (linha tracejada representa os animais Wistar).

Figura 7. Valores de Ondas de Baixa Frequéncia (LF); Ondas de Alta Frequéncia (HF); Balango autonémico
LF/HF nos 4 grupos analisados: Sedentario controle (SC, n=08), Sedentario perindopril (SP, n=05), Treinado
controle (TC, n=08), Treinado perindopril (TP, n=09). - - - - - Linha representativa / ilustrativa do grupo wistar
(n=8).

Na Figura 8 é possivel observar que os ratos SC apresentavam maior valor de LF
abs que os Wistar e o tratamento com perindopril (-75,75%) e o TF aerobio (-53,37%)
reduziram significativamente os valores de LF abs, comparados com SC. Quando a atividade
nervosa simpéatica para o vaso foi correlacionada com a VOP, pdde-se observar uma

correlagéo positiva (r = 0,6727, p< 0,05).
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Figura 8. Valores da atividade nervosa simpatica para os vasos (Lf abs, mmHg?) nos 4 grupos analisados:
Sedentario controle (SC, n=08), Sedentario perindopril (SP, n=05), Treinado controle (TC, n=08), Treinado
perindopril (TP, n=09). - - - - - Linha representativa / ilustrativa do grupo wistar (n=8). Grupos Correlacionados
(Spearman): SC/ SP. Significancia: * vs controle; + vs sedentario, & correlagdo, p<0,05

A Figura 9 sugere que todos os grupos tratados com perindopril apresentaram uma
melhora da efetividade do barorreflexo espontaneo, mas os resultados so foram significativos

para GAIN DOWN e GAIN ALL , quando o grupo tratado com perindopril foi comparado com
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controle (+91,02% e +73,26%, para down e all, respectivamente). Linha tracejada representa

valores dos Wistar (vide tabela 1).
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Figura 9. Valores da atividade do barorreflexo espontaneo (GAIN UP, GAIN DOWN e GAIN ALL) nos 4 grupos
analisados: Sedentério controle (SC, n=09), Sedentario perindopril (SP, n=05), Treinado controle (TC, n=07),
Treinado perindopril (TP, n=10). - - - - - Linha representativa / ilustrativa do grupo wistar (n=8). Significancia:
* vs controle, p<0,05.

Na Figura 10 pode-se verificar os resultados da analise de densidade de colageno no
VE, obtida por meio da coloracdo em Picrossirius Red. A area utilizada foi de 23,2 cm?2 para
analisar a quantificacao de colageno. Os animais SC apresentavam maior area de colageno em
comparacao aos Wistar (linha tracejada). A area presente de colageno estava reduzida apos
tratamento com perindopril (SP, -53%), ap6s TF (TC, -46%) e ap0s a associagdo entre 0s
tratamentos (TP, -52%). Pode-se observar também na Figura 10 que a PAS estava

correlacionada com a densidade de colageno (r = 0,3749, p<0,05).
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Figura 10. Valores de area de densidade de coladgeno nos 4 grupos analisados: Sedentario controle SC (n=12),
Sedentério perindopril SP (n=09), Treinado controle TC (n=12), Treinado perindopril TP (n=11). - - - - - Linha
representativa / ilustrativa do grupo wistar (n=8). Grupos Correlacionados (Pearson): SC/SP/TC/TP
Significancia: * vs controle, + vs sedentério, $ vs sedentario controle, & correlagéo, p<0,05.
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A Figura 11 ilustra os cortes histologicos (7um) no miocérdio (VE), demonstrando
a densidade de colageno em cada um dos grupos analisados: SC, SP, TC e TP. As imagens
sugerem que a quantidade de colageno estava menor nos grupos tratados com perindopril ou

treinados.

Figura 11. Cortes histologicos (7 um) do ventriculo esquerdo, representativos de cada grupo sedentério controle
(SC) sedentario perindopril (SP), treinado controle (TC) e treinado perindopril (TP), com aumento de 20x e
coloragdo com Picrossirius Red. Em amarelo destaca-se a musculatura cardiaca e em vermelho a marcacéo de
colageno (barra = 100um).

Na Tabela 3 é possivel observar os resultados da analise morfométrica de arteriolas
pequenas (10-25 pum), médias (26-40um) e grandes (41-100 um), classificadas conforme
didmetro externo, entre os ratos Wistar e SC no masculo SOL. Pode-se ver que ndo houve

nenhuma alteracdo significativa entre elas.



44

Tabela 3: Analises morfométricas quanto ao Didm. ext. das arteriolas classificadas como

pequenas (10-25um), arteriolas classificadas como média (26-40um) e arteriolas classificadas
como grande (41-100um).

Modelo Wistar SC
AST ext. (um?) 306,21+24,78 345,13+16,92
AST int. (um?) 23,36+4,90 42,00+7,87
Arteriolas Pequenas  AST méd. (um?) S 304,08+15,04
(10-25 pm) Diam. ext. (um) 19,41+0,85 20,62+0,52
Diam. int. (um) 5,06+0,48 6,43+0,46
Esp. Parede (um) 7,17+0,36 7,09+0,23
Parede/Luz 1,61+0,15 1,38+0,11
AST ext. (um?) 877,00+80,10 847,12+68,62
AST int. (um?) 104,40+37,19 109,83+27,20
Arteriolas Médias AST méd. (um?) 697,97£33,25 737,52%45,70
(26-40pm) Diam. ext. (um) 31,93+0,68 32,54+1,32
Diam. int. (um) 10,64+2,20 10,59+1,57
Esp. parede (um) 10,64+0,93 10,97+0,34
Parede/Luz 1,43+0,58 1,25+0,23
Arteriolas Grandes AST ext. (um?) S aanSta il ST
(41-100 pm) AST int. (um?) 382,00+72,02 264,16+80,87
AST méd. (um?) 2131,25+692,68 3542,87+689,27
Diam. ext (um) 55,21+8,70 67,76x7,14
Diam. int (um) 21,84+2,21 17,1442 92
Esp. parede (um) 16,68+3,40 25,31+3,13
0,75+0,09 1,76+0,49

Parede/Luz

Area de seccdo transversa externa (AST ext. pm?), area de seccdo transversa interna (AST int. pm?), area de
seccdo transversa da camada média (AST média, um?), didmetro externo (Didm. ext., um), Didmetro interno
(Diém., int. um), espessura da parede (esp. parede, um), razdo parede:luz.
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Pode ser observado na Tabela 4 que ndo houve nenhuma alteracéo significativa entre

0s grupos SHR (SC, SP, TC e TP) na analise morfométrica de arteriolas pequenas.

Tabela 4: Andlises morfométricas nas arteriolas classificadas como pequenas (10-25um de
Diam. ext.), nos grupos SC SP, TC, e TP.

Arteriola Pequena (10-25um?)

AST ext. (um?)
AST int. (um?)
AST méd. (um?)
Diam. ext. (um)
Diam. int. (um)

Esp. parede (um)

Parede/luz

sC
345,13+16,92
41,007,87
304,08+15,04
20,62+0,52
6,43+0,46
7,090,23

1,38+0,11

SP
361,20+28,88
49,95+13,72
311+25+24,76
21,07+0,90
7,17+0,79
6,95+0,41

1,16+0,12

TC
368,45+23,02
53,45+13,60
314,90+19,52
21,46+0,66
7,220,091
7,12+0,40

1,42+0,21

TP
364,60+19,01
34,37+4,18
330,21+17,17
21,27+0,58
6,24+0,37
7,51+0,24

1,37+0,10

Valores de area de secgéo transversa externa (AST ext. um?), area de secgdo transversa interna (AST int. um?),
area de secgdo transversa da camada média (AST média, um?), didmetro externo (Diam. Ext. pm), Diametro
interno (Diam. Int. um), espessura da parede (esp. parede, um), razdo parede:luz. Entre ratos sedentéario controle
(SC), sedentério perindopril (SP), treinado controle (TC), treinado perindopril (TP).

Da mesma forma, a Tabela 5 demonstra que os resultados da analise morfométrica de

arteriolas médias, entre os animais espontaneamente hipertensos (SHR), nos grupos SC, SP,

TC e TP ndo foram diferentes entre 0s grupos.
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Tabela 5: Analises morfométricas nas arteriolas classificadas como média (26-40um de diam.
ext.) nos grupos SC SP, TC, e TP.

Arteriola Média (26-40um?)

AST ext. (um?)
AST int. (um?)

AST méd. (um?)

Diam. ext. (um)
Diam. int. (um)

Esp. parede (um)

Parede/luz

SC
475,12+106,19
109,83+27,20

737,52+45,70

32,54+1,32
10,59+1,57

10,97+0,34

1,25+0,23

SP
408,03+203,87
92,33+44,33

688,53+140,02

31,190+3,29
9,64+3,50

10,770+1,35

0,755+0,095

TC
683,45+64,85
83,63+14,03

740,73+29,52

32,26+0,64
9,64+0,80

11,31+0,39

1,39+0,14

TP
603,16+85,00
127,93+26,82

702,75+34,15

32,31+0,97
11,90+1,22

10,20+0,37

1,01+01261

Valores de area de sec¢do transversa externa (AST ext.), area de seccdo transversa interna (AST int.), area de
secgdo transversa da camada média (AST média), didmetro externo (Didm. Ext.), Didmetro interno (Didm. Int.),
espessura da parede (esp. Parede, um), razdo parede:luz. Entre ratos sedentdrio controle (SC), sedentério

perindopril (SP), treinado controle (TC), treinado perindopril (TP).

A Figura 12 ilustra arteriolas nos cortes histologicos (7um) do musculo SOL. As

imagens sdo representativas de cada grupo, SC, SP, TC e TP. Os cortes foram corados com

Hematoxilina e Eosina para facilitar a identificacdo na musculatura esquelética e arteriolas

(representativa da classificacdo de arteriolas grandes, 41-100um). As imagens sugerem que

esteja havendo um remodelamento de parede de arteriola nos diferentes tratamentos, quando

comparadas a arteriola do grupo SC.
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Figura 12. Cortes histolégicos transversais do masculo séleo, corados com Hematoxilina e Eosina. Imagens de
arteriolas grandes (41-100um), representativas para cada grupo: sedentario controle (SC) sedentario perindopril
(SP), treinado controle (TC) e treinado perindopril (TP) com aumento de 40x (barra = 50 um).

Na Figura 13 pode-se observar que o tratamento com perindopril e o TF aerdbio
reduziram 59% e 52% respectivamente a AST ext. das arteriolas grandes, enquanto que a
associacao dos tratamentos ndo demonstrou resposta adicional. O Didm. ext. estava menor
apos tratamento com perindopril (-35,06%) e TF aerobio (-29,44%), quando comparado ao

grupo SC, enquanto que a associacdo no grupo TP ndo apresentou reducgéo adicional de Diam.

ext.
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Figura 13. Valores de area de seccdo transversa externa (AST ext. pm) e diametro externo (Diam. ext. pm) nas
arteriolas grandes (41-100 pum) nos 4 grupos: Sedentario controle (SC, n=06), Sedentario perindopril (SP,
n=07), Treinado controle (TC, n=08), Treinado perindopril (TP, n=6). - - - - - Linha representativa /
ilustrativa do grupo wistar (n=8). Significancia: * vs controle, + vs sedentario. p<0,05.
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A Figura 14 revela que somente a associacdo entre o perindopril e o TF aerdbio
determinou maiores valores de AST int. (+43,34%) e o Diam. int. (+25,37%) nas arteriolas

grandes (41-100 um) comparadas a dos grupo sedentario tratado.

E3 sc
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Figura 14. Valores de éarea de seccéo transversa externa (AST int.) e didmetro interno (Didm. int) nas arteriolas
grandes (41-100 pm) nos 4 grupos: Sedentério controle (SC, n=06), Sedentério perindopril (SP, n=07), Treinado
controle (TC, n=08), Treinado perindopril (TP, n=6). - - - - - Linha representativa / ilustrativa do grupo wistar
(n=8). Significancia: + vs sedentario. p<0,05.

Int. (pum)

AST. Int. Gr. (um?)
Didm

Por outro lado, a Figura 15 demonstra que os valores do tratamento com perindopril
e TF aerdbio reduziram significativamente a AST da camada média das arteriolas grandes
quando comparada a dos seus respectivos controles (-59,82%, -55,41%, para SP e TC,
respectivamente), a qual estava signifivamente maior nos SC em relacdo aos Wistar (linha
tracejada). Da mesma forma, os tratamentos foram eficazes em reduzir a parede das arteriolas,
quando comparada a dos seus respectivos controles (-34,61%, -36,62%, para SP e TC,
respectivamente). Enquanto que a razdo parede/luz das arteriolas grandes ndo foi modificada
pelos tratamentos. Pode-se observar também uma correlacdo positiva (r = 0,4485, p<0,05)

entre AST da camada média com VOP.



AST camada média (um?)
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Figura 15. Valores de éarea de seccgdo transversa da camada média (AST camada média), Espessura da parede e
razdo parede/luz (parede/luz), das arteriolas grandes (41-100um), nos seguintes grupos: Sedentario controle (SC,
n=06), Sedentario Perindopril (SP, n=07), Treinado controle (TC, n=08), Treinado perindopril (TP, n=6). - - - -
- Linha representativa / ilustrativa do grupo wistar (n=8). Grupos Correlacionados (Spearman): SC/ SP/ TC/ TP.
Significancia: * vs controle, + vs sedentério, & correlagdo, p<0,05.

A Figura 16 representava os valores de razdo C:F e densidade capilar no musculo
SOL. Pode observar que somente 0s grupos treinados aumentaram a C:F (63,57% e 36,52%,
TC e TP, respectivamente). Da mesma forma, a densidade capilar estava maior nos grupos TC
(+61,99 %) e TP (+36,29%), comparados aos sedentarios.
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Figura 16. Valores de razdo capilar fibra (C:F n/mm?) e densidade capilar no SOL (n/mm?), nos seguintes
grupos: Sedentario controle (SC, n=11), Sentario perindopril (SP, n=09), Treinado controle (TC, n=11), Treinado
perindopril (TP, n=11). - - - - - Linha representativa / ilustrativa do grupo wistar (n=8). Significncia: * vs
controle, + vs sedentario. p<0,05
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Quando foi realizada a comparacao entre os grupos SC x WISTAR quanto a anélise
de protedbmica, foram identificadas um total de 228 proteinas (anexol). Pode-se observar que
86 eram apresentadas como Unicas de cada grupo, sendo 26 relacionadas ao primeiro grupo
da comparacdo e 60 ao segundo grupo da comparagdo. Obtivemos 142 delas com diferenga
de expressdo, mas somente 43 apresentaram significancia (1-p, p>0,95 ou p<0,05). Dentre
elas, 22 estavam up reguladas e 21 down reguladas no primeiro grupo da comparacéo.

A Figura 17 mostra a classificacdo funcional de acordo com o componente celular
com o termo mais significativo entre a comparacdo SC x WISTAR. A comparacdo demonstra
alteracdes em 30 componentes, sendo os mais modificados o Supramolecular Fiber (28%),
um polimero que consiste em um numero indefinido de subunidades de proteinas ou
complexos de proteinas que se polimerizaram para formar uma estrutura em forma de fibra,
Intermediate Filament (7,65%) é uma estrututa do citoesqueleto que forma uma estrutura
alongada e distinta, sendo composto por filamentos intermedidrios formam um sistema
fibroso, composto de subunidades quimicamente heterogéneas e envolvidas na integracao
mecanica dos varios componentes do espaco citoplasmatico, Collagen- Containing
Extracellular Matrix (7,14 %), matriz extracelular consistindo principalmente de proteinas
(especialmente colageno) e glicosaminoglicanos (principalmente como proteoglicanos) que
fornecem ndo apenas suporte fisico essencial para os constituintes celulares, mas também
podem iniciar pistas bioquimicas e biomecanicas essenciais necessarias para a morfogénese,
diferenciacdo e homeostase dos tecidos, Actin Filament (7,14 %), processo do ciclo celular no
qual ocorre o rearranjo da distribuicdo espacial dos filamentos de actina e proteinas
associadas. Actomyosin (6%) é qualquer complexo de proteinas actina, miosina e acessorias e
| band (5%), regido do sarcdmero que aparece como uma faixa clara em cada lado do disco
Z, compreendendo uma regido do sarcomero em que os filamentos finos (actina) ndo séo
sobrepostos por filamentos grossos (miosina); contém actina, troponina e tropomiosina; Cada
sarcomero inclui metade de uma banda | em cada extremidade, todas as alteracdes quanto ao

primeiro grupo da comparagéo.
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A Figura 18 demonstra a subnetwork criada pelo JactiveModules para a comparagéo
SC x WISTAR. As proteinas com alteracdo de expressao identificadas nas amostras de aorta
apresentaram interacdo com Gap junction alpha-1 protein (P08050), uma proteina de juncao
de foliculos que atua como um regulador da capacidade da bexiga, a Small ubiquitin-related
modifier 3 (Q5XIF4), sendo uma proteina do tipo ubiquitina que ndo parece estar envolvida
ao processo de degradacdo e sim com desempenhar o papel de transporte nuclear, replicacéo
e reparo de DNA, mitoso e trasnducao de sinal. Outras proteinas mostravam mais interacao
com UV excision repair protein RAD23 homolog B (Q4KMAZ2) é um receptorde cadeia de
multiubiquitina envolvido nas modulagfes da ddegradacdo proteasomal, podendo
desempenhar papel de degradacdo associada ao reticulo endoplasmatico e por fim em menor
quantidade, outras proteinas interagiam com a Dynein light chain 1, cytoplasmic (P63170),
que € uma proteina que atua como varios componentes acessorios ndo cataliticos do complexo
citoplasmatico de dineina, atua como um motor para a motilidade retrdgrada intracelular de
vesicula e organelas, também podendo desempenhar um papel na alteracdo ou manutencéo da

distribuicdo de estruturas espaciais do citoesqueleto.
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As proximas comparagdes foram feitas entre tratamento farmacol6gico (SP) e ndo
farmacologico (TC) com o grupo SC. Na primeira comparagdo SP x SC foram identificadas
um namero total de 260 proteinas (anexo 2). Dentre elas, um total de 122 foram as ditas como
Unicas. Separadas em cada grupo da comparagdo, houve uma quantidade de 101 e 21 (SP e
SC, respectivamente). Do total de proteinas identificadas, 138 demonstraram diferencas de
expressao, mas com diferenca de expressdo significativa somente 87. Dentre elas, 73 estavam
up reguladas e 14 down reguladas em relacéo ao primeiro grupo da comparacéo.

Em contrapartida, na comparacéo TC x SC foram identificadas 203 proteinas no total
(anexo 3), das quais 80 dessas proteinas eram unicas, enquanto que o grupo TC continha 44 e
0 SC 36. Essa comparacao apresentou um total de 123 proteinas com diferenca de expressao,
sendo que 64 delas apresentavam diferenca de expressao significativa: 7 para up reguladas e
57 para down reguladas.

As Figuras 19 e 20 ilustram a classificagdo funcional do componente celular com
termo mais significativo para as comparag6es de SP x SC (Figura 19) e TC x SC (Figura 20),
respectivamente quano comparado sempre ao primeiro grupo da comparacao. O tratamento
determinou mais alteragdes do componente celular, ou seja, 38 tipos de componentes, dentre
eles os mais afetados foram Supramolecular Fiber (22%), um polimero que consiste em um
namero indefinido de subunidades de proteinas ou complexos de proteinas que se
polimerizaram para formar uma estrutura em forma de fibra, Membrane Raft (9%), qualquer
um dos pequenos (10-200 nm), heterogéneos, altamente dindmicos, dominios de membrana
enriquecidos com esterol e esfingolipideos que compartimentam 0s processos celulares,
pequenas balsas as vezes podem ser estabilizadas para formar plataformas maiores através de
interacdes proteina-proteina e proteina-lipidio, Contractile Fiber (8%), fibras, compostas de
actina, miosina e proteinas associadas, encontradas em células de musculo liso ou estriado,
Mitochondrial Matrix (8%), material semelhante a gel, com consideravel estrutura fina, que
se encontra no espa¢o matricial, ou limen, de uma mitocondria. Contém as enzimas do ciclo
do &cido tricarboxilico e, em alguns organismos, as enzimas relacionadas com a oxidagdo dos
acidos graxos e Actomyosin (5%), é qualquer complexo de proteinas actina, miosina e
acessorias. Em contra partida o TF aerobio modificou sé 17 componentes, dentre eles os mais
afetados foram, Collagen- containing extracelular matrix (13%), matriz extracelular
consistindo principalmente de proteinas (especialmente colageno) e glicosaminoglicanos
(principalmente como proteoglicanos) que fornecem nédo apenas suporte fisico essencial para
0s constituintes celulares, mas também podem iniciar pistas bioquimicas e biomecanicas

essenciais necessarias para a morfogénese, diferenciagdo e homeostase dos tecidos.
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Actomyosin (11%), € qualquer complexo de proteinas actina, miosina e acessorias, Actin
Filament Bundle (10%), um conjunto de filamentos de actina que estdo no mesmo eixo, mas
podem ser orientados com polaridades iguais ou opostos e podem ser embalados com
diferentes niveis de estanqueidade, ou seja, sem vasamento. Stress Fiber (9%), feixe de
filamento de actina contréatil que consiste em filamentos curtos de actina com alternancia de
polaridade, reticulados por alfa-actinina e possivelmente outras proteinas de agregacao de
actina, e com miosina presente em uma distribuicdo periddica ao longo da fibra e por fim
Myosin Complex (6%), um complexo proteico, formado por uma ou mais cadeias pesadas de
miosina mais cadeias leves associadas e outras proteinas, que funciona como um motor
molecular; utiliza a energia da hidrélise do ATP para mover os filamentos de actina ou para

mover as vesiculas ou outras cargas em filamentos fixos de actina.
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As Figuras 21 e 22 demonstram as subnetworks criadas pelo JactiveModules. Para
a comparacdo SP x SC (Figura 21), as amostras com diferencas de expresséo identificadas na
network interagiram em comum com uma Unica proteina sendo ela Mitogen — Activated
Protein Kinase 3 (P21708), uma serina / treonina quinase que atua como um componente
essencial da via de transducdo de sinal quinase participar da cascata MAPK/ERK medeia
diversas funcgdes bioldgicas tais como crescimento celular, adesdo e sobrevivenia. Por outro
lado, na comparacdo entre 0 TC x SC (Figura 22), pode-se observar que a interacdo ocorreu
também de maneira Gnica com uma proteina chave Solute Carrier Family 2, Facilitated
Glucose Transporter Member 4 (P19357), é uma reguladora de insulina, facilita o transporte
de glicose, por meio da fosorilacdo da TBC1D4 estimulada por insulina e necessaria para
translocacdo do GLUT 4.
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Quando associados os tratamentos, tanto farmacolégico quanto ndo farmacoldgico,
o total de proteinas identificadas entre a comparacdo de TP x SC, foram de 177 (anexo 4).
Foram consideradas unicas somente 79, onde 18 delas eram pertencentes ao grupo TP e 61 ao
grupo SC. As proteinas com diferenca de expressdo somaram um total de 98, entretanto as
que foram consideradas significativas, com p>0,95 ou p<0,05, foram 82: 3 delas para up
reguladas e 79 para down reguladas em relacdo ao primeiro grupo da comparacao.

A Figura 23 ilustra as categorias que foram modificadas no componente celular
quanto a comparacdo do grupo TP x SC. Foram modificados 24 componentes quando
comparado ao primeiro grupo da comparacdo, dentre eles os mais afetados foram
supramolecular Fiber (25%), um polimero que consiste em um numero indefinido de
subunidades de proteinas ou complexos de proteinas que se polimerizaram para formar uma
estrutura em forma de fibra, Polymeric cytoskeletal fiber (17%), um componente do
citoesqueleto consistindo de uma fibra homo ou heteropolimérica construida a partir de um
numero indeterminado de subunidades proteicas, Actin cytoskeleton (14%), a parte do
citoesqueleto (estrutura interna de uma célula) composta de actina e proteinas associadas.
Inclui complexos associados ao citoesqueleto de actina, Myosin complex (4,69%), um
complexo proteico, formado por uma ou mais cadeias pesadas de miosina mais cadeias leves
associadas e outras proteinas, que funciona como um motor molecular; utiliza a energia da
hidrolise do ATP para mover os filamentos de actina ou para mover as vesiculas ou outras
cargas em filamentos fixos de actina e Melanosome (4,17%), uma organela citoplasmatica,
ligada a membrana e especifica de tecido, dentro da qual os pigmentos de melanina sao

sintetizados e armazenados.
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A Figura 24 ilustra a subnetwork criadas pelo JactiveModules, que demonstra a
comparacéo entre TP e SC. Pode-se observar que existe uma proteina de interacdo principal
com todas as outras identificadas na comparacdo, essa proteina é a Solute Carrier Family 2,
Facilitated Glucose Transporter Member 4 (P19357), é uma reguladora de insulina, facilita o
transporte de glicose, por meio da fosorilagdo da TBC1D4 estimulada por insulina e

necessaria para translocacdo do GLUT 4, também identificada na comparacdo TC x SC.
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7. Discusséo

Os principais resultados desse estudo foram que o TF aerdbio e o tratamento com
perindopril, associados ou ndo, foram capazes de reduzir a rigidez arterial, avaliada pela
medida da VOP dos SHR, que encontrava-se aumentada. Essa reducdo de VOP parece estar
associada com a reducdo da AST da camada média das arteriolas da musculatura esquelética,
bem como com a menor atividade nervosa simpatica para 0s vasos e contribuiu para a reducdo
significativa da PA dos SHR treinados e/ou tratados. Da mesma forma, TF e/ou tratamento
com perindopril melhoraram a hipertrofia cardiaca dos SHR, a qual pode estar associada com
a reducdo da densidade de colageno, observada no VE. Além disso, somente o tratamento com
perindopril foi eficaz em melhorar significativamente a atividade do barorreflexo espontaneo
dos SHR, que se encontrava reduzida em relagdo aos normotensos. Quando a andlise
protedmica da aorta foi realizada, no sentido de buscar mecanismos envolvidos na melhora da
rigidez arterial, pode-se observar que os dois tratamentos, farmacoldgico e ndo farmacologico
atuam por vias diferentes para a modulacéo do funcionamento e estrutura vascular, apesar de
determinarem os mesmos efeitos na funcionalidade do vaso.

O presente estudo mostrou que o tratamento com perindopril ou o TF aerdébio néo
inibiram o ganho de peso dos ratos SHR (SC/SP/TC/TP). Da mesma forma, o tratamento anti-
hipertensivo com perindopril ndo inibiu 0 aumento da capacidade fisica maxima dos animais
que foram submetidos ao protocolo de treinamento durante 2 meses, confirmando a
efetividade do TF aerdbio, como previamente publicado (BAREL et al., 2010; DIONISIO et
al., 2014; HERRERA et al., 2016; CONSTANTINO et al., 2017; HERRERA et al., 2017).

O principal objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do TF, associado ou ndo
ao tratamento com perindopril, na rigidez arterial dos animais hipertensos e avaliar as
proteinas que estavam diferentemente expressas ap0Os tratamentos. Os resultados
demonstraram que a VOP estava significativamente aumentada nos SC em relacdo aos
animais wistar, como ja previamente observado (YU et al., 2015; HAMILTON et al., 2007).
Este aumento de VOP pode estar associado a varios fatores, tanto neurais, hormonais, como
estruturais (P1ZZI et al., 2006; MULVANY et al., 2011; ECOBICI and VOICULESCU,
2016), os quais comprometem a complacéncia dos vasos. Neste sentido, os resultados deste
estudo revelaram que os SC apresentaram maior atividade nervosa simpatica para 0s vasos
(LF abs), concordando com os achados previamente publicados, os quais demonstraram uma

hiperatividade simpatica controlando o tonus basal dos vasos nos animais hipertensos, tanto
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em hipertensdo priméria (BURGI et al., 2010; CAVALCANTI et al., 2009; MARTINEZ et
al., 2011;) como secundaria (HERRERA et al., 2016).

A medida de VOP representa uma relacdo entre as ondas de pulso da carétida e
femoral (MATTACE-RASO et al., 2010) ou seja, a complacéncia dos vasos no momento que
recebe o sangue do coracdo (carotida) até a artéria mais distal do coragdo (femoral). Esta
complacéncia pode ser direta ou indiretamente influenciada pela espessura e/ou composicao
da parede dos vasos. No presente estudo, as artérias carétida e femoral ndo foram utilizadas
para andlise morfométrica, no entanto, as arteriolas da microcirculacdo esquelética (que
controlam a resisténcia vascular local) foram analisadas morfometricamente e os valores de
AST, Diam ext. e Diam. int., espessura da parede, além da razdo parede-luz puderam ser
avaliados.

De acordo com Ross & Pawlina (2012) os vasos arteriais podem ser subdivididos de
acordo com o tamanho diametro externo em artérias grandes (elasticas, com didmetro > que
10.000 pum), médias (musculares, diametros entre 2.000-10.000 um), artérias pequenas
(diametros entre 0,1-2.000 pm), arteriolas (diametros entre 10-100 um) e por fim, os capilares
(com diametros entre 4-10 um). De acordo com essas caracteristicas, as arteriolas (diametros
até 100 um) encontradas nos cortes da musculatura esquelética do presente estudo foram
subdivididas em pequenas (10-25 pum), médias (26-40 um) e grandes (41-100 um). Essa
subdiviséo se fez necessaria por conta da discrepancia entre os valores de AST ext. observada
entre as arteriolas analisadas. As arteriolas de pequeno e médio calibre, encontradas na
musculatura esquelética dos SC, ndo apresentaram valores estatisticamente diferentes
daquelas encontradas nos Wistar. No entanto, pode-se observar que a AST da camada média
das arteriolas de grande calibre estava aumentada nos SC, quando comparada a dos Wistar e
seus resultados foram significativamente correlacionados com a medida de VOP, sugerindo
que os ratos SHR possuiam uma alteracdo na estrutura dos vasos da periferia (aumento da
tunica média) e que esta alteracdo poderia contribuir significativamente para o aumento de
VOP (TOLEZANI et al., 2014).

Recentemente Lacerda et al., (2015) sugeriram em seu estudo que a VOP estaria
correlacionada com biomarcadores de metaloproteinases (MMP-9 e MMP-2) e colageno
(componentes da matriz extracelular na parede dos vasos) em pacientes com doengas
cardiacas hipertensivas, no entanto, estes biomarcadores foram avaliados no plasma
sanguineo. As alteragdes de estrutura de parede em arteriolas da microcirculacdo tém sido
documentadas em animais SHR (AMARAL et al., 2000; MELO, MARTINHO and
MICHELINI, 2003; AMARAL and MICHELINI 2011; FERNANDES et al., 2012,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mattace-Raso%20F
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MULVANY, 2011), bem como o aumento da ANS para os vasos (BURGI et al., 2010,
CAVALCANTI et al., 2009; MARTINEZ et al., 2011), entretanto, até o presente momento,
ndo havia trabalhos mostrando uma correlacdo entre as medidas estruturais com as funcionais
de VOP em SHR. Além disso, quase nada se sabia sobre os biomarcadores presentes no vasos
que poderiam estar influenciando o aumento da VOP nos SHR.

Para tanto, foi realizada a extracdo das proteinas presentes na aorta de ratos
hipertensos e normotensos, por meio da analise protedmica desses tecidos. Esta analise
permitiu detectar as proteinas que estdo up ou down reguladas no organismo analisado, 0 que
auxiliou a compressdo de alteracbes patoldgicas. Ao analisar a network formada entre a
comparacdo SC x WISTAR (figura 18), pode-se verificar que existem 3 proteinas principais
[UV excision repair protein RAD23 homolog B (Q4KMAZ2); Dynein light chain 1, cytoplasmic
(P63170) e Small ubiquitin-related modifier 3 (Q5XIF4)], que modulam uma série de outras
proteinas. Dentre esta proteinas de interagdo, a UV excision repair protein RAD23 homolog B
(Q4KMAZ2) modula aspectos de degradacdo proteasomal associada também com degradacéo
do reticulo endoplasmatico; a Dynein light chain 1, cytoplasmic (P63170) atua com varios
componentes acessorios do complexo citoplasmatico, podendo desempenhar um papel na
alteracdo ou manutencédo da distribuicdo espacial das estruturas do citoesqueleto e a Small
ubiquitin-related modifier 3 (Q5XIF4), que € uma proteina do tipo ubiquinina que ndo esta
envolvida no processo degradagdo, mas sim no reparo nuclear e de DNA. Dentre as proteinas
que estdo sendo moduladas por estas 3 principais, 7 estavam suprareguladas e 16
subreguladas.

Essa rede de interacdo pode estar proporcionando uma diminuicdo da expressdo da
proteina das Myosin light chain 1/3 (P02600), Actin, alpha skletal muscle (P68136) e Tubulin
alpha — 42 chain (Q5XIF6). A Myosin light chain 1/3 participa da cadeia reguladora da
miosina (UNIPROT) e esté ligada & atividade de contragdo da musculatura lisa vascular e a
proteina Actin alpha skletal muscle é uma proteina também encontrada nos tecidos musculares
e pertence a um dos principais constituinte do aparato contratel (UNIPROT). Da mesma
forma, a proteina Tubulin alpha— 42 chain, além de ser uma das principais constituinte dos
microtubulos, tem como funcdo principal ligar-se a dois moles de GTP, um num sitio
permutavel na cadeia beta e outro num sitio ndo permutavel na cadeia alfa (UNIPROT). Dessa
forma, essa down regulation das proteinas acima pode estar associada com uma
desestruturacéo do aparato contrétil e, dessa forma, comprometer a rigidez arterial encontrada
em animais hipertensos. Poucos trabalhos tém analisado de uma forma mais complexa as

proteinas envolvidas no processo de contracdo muscular de vasos e os resultados ainda séo
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inconclusivos. Neste sentido, Biar et al. (2007) mostraram que o aumento do fluxo sanguineo
determina um estresse na parede vascular adrtica e que isso promove um remodelamento nas
células da musculatura lisa vascular in vitro de SHR e Wistar, o qual foi determinado por uma
up regulation da proteina RoGDIa, via angiotensina Il e receptor AT1. Os resultados do
presente estudo ndo mostraram uma modulagdo significativa desta proteina, no entanto,
acreditamos que ela possa estar contribuindo ou modulando outras proteinas via angiotensina
I1, uma vez que o tratamento com iECA melhorou a rigidez arterial.

Além dos fatores estruturais e neurais, tem sido demonstrado frequentemente que 0s
SHR possuem atividade de SRA aumentada (VARAGIC et al., 2010; GONSALEZ et al.,
2018). Neste sentido, os niveis de Ang Il circulantes poderiam contribuir para aumentar tanto
a atividade nervosa simpatica (MILLER and ARNOLD, 2018), quanto a estrutura dos vasos
(VERDECCHIA et al., 2008). O presente estudo ndo avaliou os niveis circulantes de Ang Il,
mas o tratamento com iECA reduziu significativamente a atividade nervosa simpética para 0s
vasos, bem como a espessura e AST da camada média das arteriolas de grande calibre,
concordando com os achados de Thybo et al. (1995), que demonstraram reducao na espessura
média da parede de artérias de pequeno calibre da regido glutea (bidpsia) dos pacientes
hipertensos tratados com perindopril, quando comparados aqueles que foram tratados com

atenolol.

O perindopril foi utilizado no presente estudo devido as diferencas nas
caracteristicas bioquimicas e farmacoldgicas entre este e os outros iIECA, como, por exemplo,
o captopril. Tem sido demonstrado que o perindopril, pertencente ao grupo carboxil, parece
ter maior afinidade ao sitio de ligacdo do ion zinco na ECA, quando comparado aos farmacos
do grupo dos sulfidril, como, por exemplo, o captopril. Adicionalmente, devido as diferentes
formas de administracdo, tempo de meia vida plasmatica e via de eliminacéo, o grupo carboxil
permite uma maior biodisponibilidade quando comparado ao sulfidril (BROWN and
VAUGHAN, 2003; CECONI et al., 2007). Em consonancia com os resultados do presente
estudo, Laurent et al. (2005) mostraram que o tratamento com perindopril foi capaz de reverter
as anormalidades encontradas nos vasos de individuos hipertensos. Portanto, estes resultados
em conjunto podem sugerir uma participacdo do SRA na medida de rigidez arterial nos SHR
(HONG et al., 2013; NATALIN H. et al., 2016; MANCINI et al., 2016).

A analise protebmica que permitiu a comparacdo entre 0s grupos, tratado e ndo
tratado com perindopril (SP x SC, Figura 21) mostrou que a network criada por essa

comparacdo apresenta menos complexidade e que existe apenas uma Unica proteina de
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interacdo, a Mitogen- activated protein kinases (P21708). Esta proteina pertence a uma sub-
familia de proteinas quinases (Serina / treonina) que atua como um componente essencial da
via de transducdo de sinal da MAPK que, dependendo do contexto celular a cascata da MAPK/
ERK pode mediar diversas fungfes biologicas, como o crescimento celular, ades&o,
sobreviéncia e diferenciacdo, por meio da regulacdo da transcricdo, tradugéo e rearranjo do
citoesqueleto. A partir dessa proteina de interacdo, pode-se observar no presente estudo que
estd ocorrendo uma up regulacdo de 10 proteinas da network. Dentre estas 10 que foram
suprareguladas, a familia das Heat shock- related 70 Kda protein2 (P14659), Heat shock 70
Kda proteinlA (PODMWO) e Heat shock 70 Kda protein — Like (P55063) sdo envolvidas em
muitas fungdes celulares, tais como protecdo da proteina contra o estresse, dobramento e
transporte de polipeptideos recém-sintetizados, ativacdo de protedlise de proteinas mal
dobradas e a formacdo e dissociagdo de complexos proteicos. Além destas, estavam
suprareguladas a proteina Alpha —actinin-1 (Q9Z1P2), que é uma proteina de ligacao cruzada
de F-actina que se acredita servir para ancorar a actina numa variedade de estruturas
intracelulares e a proteina Tubulin alpha-8chain (Q6AY56), que é uma constituinte dos
microtubulos, cuja fungdo principal € ligar-se a dois moles de GTP, um num sitio permutavel
na cadeia beta e outro num sitio ndo permutavel na cadeia alfa. Interessante notar que estas
duas Ultimas proteinas pertencem as mesmas familias que estavam subreguladas na
comparacao anterior, ou seja, na hipertensao. Esta comparagdo sugere que o tratamento com
perindopril esteja tentando regular algumas das proteinas relacionadas com as diversas
funcdes bioldgicas, tais como crescimento celular, diferenciacdo por meio da regulacdo da
transcricdo, traducdo e rearranjo do citoesqueleto que se encontram menos expressas nNos
animais hipertensos.

A partir destas comparagOes, pode-se notar que a categoria de genes que foi mais
modificada na hipertensdo (supramolecular fiber, 28%) foi a mesma que a observada ap6s o
tratamento com perindopril (supramolecular fiber 22%), no entanto, as networks demonstram
gue a maioria das proteinas foi subregulada na hipertensdo e supraregulada ap6s tratamento
com perindopril.

Para avaliar os efeitos do TF na rigidez arterial dos SHR, os animais foram
submetidos a 2 meses de treinamento aerébio, continuo, na esteira, numa intensidade de 60%
da capacidade fisica maxima e, ao mesmo tempo, foram tratados com perindopril ou salina
diariamente. No presente estudo, tanto o TF como o tratamento farmacoldgico isoladamente,
foram eficazes em reduzir significativamente a VOP dos SHR. Esta reducdo de VOP, de
mesma magnitude entre TF e iECA, foi acompanhada de respostas reduzidas de atividade
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nervosa simpatica para os vasos (-53,37% e -75,75%, para TF e perindopril, respectivamente),
bem como da espessura da parede (-36,62% e -34,61%, para TF e perindopril,
respectivamente) e AST da camada meédia (-55,41% e -59,82%, para TF e perindopril,
respectivamente) das arteriolas da microcirculagcdo de grande calibre (nenhuma alteragdo
significativa nas arteriolas de pequeno e médio calibre). Estas respostas sugerem que o TF
melhorou a VOP dos SHR por um efeito, provavelmente, somatdrio das respostas neurais e
hormonais que influenciam a funcionalidade dos vasos e, provavelmente, estas respostas
parecem ser mediadas pelo SRA, uma vez que as respostas foram semelhantes as observadas
apos tratamento com perindopril.

N&do sé a estrutura dos vasos, mas a concentracdo dos componentes da matriz
extracelular (como colageno e elastina) podem também contribuir para alterar a rigidez dos
vasos. Neste sentido, Gu et al. (2014) demonstraram que o TF aerdbio cronico era capaz de
atenuar o enrijecimento aortico por meio da reducdo de colageno e aumento de elastina na
aorta de ratos envelhecidos. No entanto, estudos avaliando os efeitos do TF na VOP e estrutura
de vasos em SHR ainda sdo escassos na literatura.

Quando as duas estratégias anti-hipertensivas (ndo farmacolégica e farmacoldgica)
foram associadas, quase nenhuma alteracéo adicional foi observada nos resultados do presente
estudo, nem de ANS para vasos nem de analise morfométrica. Uma Unica alteracdo foi o
aumento de 62,16% observado na AST interna das arteriolas de grande calibre do grupo TP
(treinamento+ tratamento). Esta pode ser uma resposta positiva do aumento de fluxo
sanguineo durante as sessdes de treinamento, que promove aumento da expressao de oxido
nitrico na musculatura lisa dos vasos, promovendo uma dilatacdo (OLVER et al., 2017). Este
aumento na AST interna (luz do vaso) contribuiu para que fosse possivel observar uma
reducdo de -58,52% na razéo parede-luz das arteriolas da microcirculagdo nos animais tratados
e treinados, quando comparados com os SHR sedentérios. Ao contrério de outros estudos com
SHR (AMARAL et al., 2000 e MELO, MARTINHO and MICHELINI, 2003 e AMARAL
and MICHELINI, 2011), este presente estudo ndo observou reducéo significativa da razéo
parede-luz nos SHR somente com TF, talvez pelo fato desta variavel ndao estar muito elevada
em relagdo aos wistar.

Ao avaliar as networks formadas pelos grupos TC x SC e TP x SC, pode-se observar
que ambos tinham uma mesma proteina de interacdo, ou seja, Solute Carrier Family 2,
facilitated glucose transporter member 4 (P19357), como demonstrado nas Figuras 22 e 24.
Esta proteina € responsavel por facilitar o transporte de glicose estimulado por insulina. A
maioria das proteinas moduladas por esta principal de interacdo estava subreguladas, tanto
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com o treinamento (20) quanto ap6s o treinamento com tratamento (26). Interessante notar
que o TF, em ambas as networks (TC e TP) esta contraregulando as familias das proteinas
presentes na network ap6s tratamento com perindopril, ou seja, a familia das proteinas Heat
shock, que foram upreguladas no grupo SP [Heat shock- related 70 Kda protein2 (P14659),
Heat shock 70 Kda proteinlA (PODMWO) e Heat shock 70 Kda protein — Like (P55063)],
agora estdo subreguladas no grupo TC [(Heat shock 70 kda protein 1B (PODMW1) e Heat
Shock, related 70 kda protein 2 (P14659)] e no grupo TP [(Heat Shock protein beta-
1(P42930) e Heat Shock 70 Kda protein 1(PODMWO)]. Por outro lado, Hong et al. (2015)
observaram resultados diferentes do presente estudo ap6s treinamento fisico de natacdo, onde
apos a analise de eletroforese bidimensional, em ratos hipertensos e normotensos, observou-
se que o TF subregulou a proteina Tubulin $-2C chain e supraregulou a proteina Heat shock
protein S-1. No entanto experimentos realizados na parede da aorta abdominal diferentemente
do presente estudo que foi utilizado aorta toracica, sugerem diferentes alteragdes regionais
dependentes da presséao arterial e angina, quanto a expressao génicas de MMPs e catepsinas,
desencadeando respostas distintas nas diferentes regifes da aorta (RUDDY et al., 2016).
Portanto, a partir das analises de network pode-se hipotetizar que o TF aerdbio esteja
modulando processos celulares diferentes que os induzidos pelo tratamento farmacolégico,

entretanto ambos conseguem efeitos similares na melhora da complacéncia arterial.

Apesar dos dois grupos que envolvem treinamento fisico (TC e TP) apresentarem o
mesmo comportamento de regulacdo de proteinas (network), o gréafico de categorias de genes
demonstra compartimentos diferentes. A comparagdo TC x SC nos revela que a categoria
collagen-contaning extracelular matrix foi a que apresentou maior numero de genes sendo
modificados pelo treinamento fisico. Esta categoria é composta principalmente de proteinas
(especialmente colageno) e glicosaminoglicanos (principalmente proteoglicanos), que
fornecem ndo apenas suporte fisico essencial para os constituintes celulares, mas também
podem iniciar reacdes bioquimicas e biomecéanicas necessarias para a morfogénese,
diferenciacdo e homeostase dos tecidos. Enquanto que a associa¢do do tratamento com
treinamento (TP x SC) revelou que a categoria de apresentou maior numero de genes
modificados foi a mesma que a observada apds tratamento com perindopril em ratos
sedentarios (supramolecular fiber).

Adicionalmente, alguns trabalhos demonstram que o TF aer6bio, além de melhorar as
caracteristicas estruturais das artérias de resisténcia na musculatura esquelética, também

promove o0 aumento da densidade capilar, conhecido como processo de angiogénese
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(AMARAL et al., 2001; MELO, MARTINHO and MICHELINI, 2003; AMARAL et al.,
2008; AMARAL et al., 2011, FERNANDES et al., 2012). J& é sabido também que esse
processo angiogénico se inicia com sessdes de TF de forma muito rapida, em torno de 1 - 3
dias ( AMARAL et al., 2001, AMARAL et al., 2008) até 6-13 semanas (AMARAL et al.,
2008; LAUGLIN and ROSSINI, 2008).

Os resultados do presente estudo, em consonancia com os achados de Fernandes et al.
(2012) mostraram que ratos SHR tinham uma rarefacdo no musculos soleo, quando
comparado a animais normotensos. Ap6s o periodo de TF, a resposta angiogénica foi
reestabelecida. Da mesma forma, a densidade capilar no musculo gastrocnémico de ratas
ovarectomizadas estava maior nas ratas treinadas e tratadas com perindopril quando
comparadas com as sedentarias (GUO et al., 2010). Dados recentes de nosso grupo revelaram
que o captopril, mas ndo o perindopril, inibia 0 processo angiogénico induzido pelo TF aerébio
no musculo tibial anterior de ratos normotensos e SHR (MACEDO, 2017). Este aumento na
densidade de vasos na musculatura esquelética contribui para um maior aporte sanguineo e de
nutrientes, bem como para a remocao dos produtos do metabolismo.

Tem sido demonstrado que a VOP possa ser um fator associado com a hipertrofia
cardiaca e indice de massa do VE, pois o coragdo realiza um esforco maior durante a sistole
cardiaca para ejetar o sangue em vasos enrijecidos, no entanto, ambos podem produzir efeitos
independentes um do outro (BELLO et al., 2017). Neste sentido, o presente estudo avaliou
também a estrutura cardiaca dos SHR. Pode-se observar que 0os SHR sedentarios apresentaram
uma massa cardiaca 38,23% maior que os animais Wistar, indicando uma hipertrofia cardiaca,
0 que concorda com os achados de varios autores (BING et al., 1995; GALLEGO-DELGADO
et al., 2009; ROSSONI et al., 2011; PAGAN et al., 2018). Apo6s os tratamentos anti-
hipertensivos, pode-se observar que todas as 3 estratégias (perindopril, TF e associacao) foram
capazes de reduzir (-14,97%, -7,38% e -18,01%, respectivamente) a massa cardiaca, quando
comparada a dos SHR sedentarios. Estes resultados confirmam a eficiéncia do TF e dos iECA
em reduzir hipertrofia cardiaca, em concordancia com outros estudos (TUBFULL et al., 2003;
PILOTE et al., 2008; ROSSONI et al., 2011; VAN VARK et al., 2012). Estes resultados, no
entanto, revelam ainda que a associagao entre as duas estratégias ndo promoveu nenhum efeito

adicional.

Dentre os mecanismos envolvidos neste remodelamento cardiaco, observado nos SHR,
pode-se citar o aumento da Ang Il local, ocasionando apoptose e regeneragdo do tecido com
a substituicdo de tecido fibrotico (COHN, FERRARI and SHARPE, 2000), como por exemplo
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o acumulo de colageno. Neste sentido, o presente estudo investigou a densidade de colageno
presente no coracdo, mais especificamente no VE e identificou que havia um aumento
significativo na densidade de coldgeno no grupo SHR sedentario (+136,8 %), quanto
comparado ao wistar. Em concordancia com as respostas observadas na massa cardiaca, 0S
ratos que foram submetidos aos 3 tratamentos apresentaram reducdo significativa e similar na
densidade de colageno no VE (-36,03%, -23,64% e -31,30%, para perindopril, TF e
associacdo). A reducdo de colageno ja havia sido anteriormente demonstrada em SHR
treinados (PAGAN et al., 2015 ; MANCINE et al., 2016), mas este estudo é o primeiro a
associar o TF com perindopril e verificar que a densidade de colageno e hipertrofia cardiaca
em SHR ndo apresentam respostas adicionais aos tratamentos isolados.

Recentemente, Niiranen et al. (2017) demonstraram uma incidéncia cumulativa, nos
ultimos 13 anos, de eventos cardiovasculares em pacientes com alto valores de VOP, quando
comparados aqueles com valores normais. Em média, os pacientes com altos valores de VOP
também apresentaram valores elevados de PA. De acordo, os resultados do presente estudo
revelaram que os animais SHR sedentarios apresentaram VOP e PA maiores que 0S
normotensos. Em contrapartida, os animais que foram tratados apresentaram valores
reduzidos de pressdo arterial. Mais uma vez a associagdo das duas estratégias ndo promoveu

efeito adicional nos SHR.

Hipertensdo arterial tem sido associada com disfunc¢éo do sistema nervoso autondmico
e varios autores tém demonstrado que o controle momento-a-momento da PA, realizado pela
atividade barorreflexa, apresenta resposta reduzida na hipertensdo (VARAGIC et al., 2010;
GONSALEZ et al., 2018; SANTOS et al.,, 1995) e o SRA parece estar envolvido nesta
resposta, uma vez que o blogueio dos receptores de Ang Il, determina melhora da atividade
barorreflexa em animais hipertensos (SANTOS et al., 1995). No entanto, quase nada se sabia
sobre a atividade do barorreflexo espontaneo. Este estudo avaliou as sequéncias up e
sequéncias down, que indicam as respostas de bradicardia e taquicardia reflexas,
respectivamente, a partir de um registro basal de pressao arterial pulsatil. Pode-se observar
que a hipertensdo determinou reducdo da atividade barorreflexa espontanea (gain all), mais
especificamente pela reducdo da bradicardia reflexa nos animais SHR, quando comparados
aos Wistar. Os resultados sugerem que esta alteragdo na atividade barorreflexa espontanea
possa estar sendo modulada pelo SRA, uma vez que o tratamento com perindopril melhorou
em 73,26% a resposta de sequéncias totais (gain all). Apesar do TF melhorar a efetividade da
atividade barorreflexa em normotensos e hipertensos (LOPES et al., 2016; MICHELINI L et
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al., 2015; MASSON et al., 2014), os resultados do presente estudo mostram uma resposta
positiva, mas ndo significativa. Mesmo ap0s a associacao das duas estratégias, a melhora néo
atinge niveis de significancia (+63.09%). Em relacdo ao balan¢o autonémico para o coracao,
nenhum efeito significativo do TF ou tratamento farmacolégico foi observado.

Por fim, os resultados sugerem que a rigidez arterial, hipertrofia cardiaca, aumento
de densidade de colageno no VE, aumento da modulacdo simpatica para 0os vasos com
concomitante aumento na AST da camada média das arteriolas da microcirculacéo e rarefacao,
bem como a reducdo da atividade espontanea do barorreflexo contribuem para manter os
niveis de pressao arterial elevados nos SHR sedentérios e parecem estar sendo modulados pelo
aumento da atividade do SRA, uma vez que o tratamento com perindopril reverteu de forma
expressiva todas estas variaveis. Da mesma forma, o TF promoveu melhora na rigidez arterial,
que foi associada com redu¢do na modulacdo simpaética para os vasos e da AST da camada
média das arteriolas da microcirculacdo. Além disso, o TF reduziu a hipertrofia cardiaca dos
SHR, resposta esta que pode estar associada com a reducdo da densidade de coladgeno no VE.
Este estudo demonstrou pela primeira vez que a associacdo do TF com o tratamento
farmacoldgico com perindopril ndo promoveu alteracGes adicionais aquelas ja presentes apos
o TF e/ou perindopril, confrontando assim a hipétese inicial de projeto, onde associacéo do
TF e o perindopril melhoraria a rigidez arterial e PA de ratos SHR. No entanto, apesar de nao
determinar resultados adicionais, somente o TF determinou aumento capilarizacdo da
musculatura esquelética, resposta esta que € importante na nutricdo do tecido, remocéo de
metabolitos e ainda contribui (mesmo que em menor propor¢do) com a reducédo da PA.

Assim, os resultados do presente estudo sugerem que seja feita sempre a indicacdo
do TF aerébio de baixa a moderada intensidade como estratégia de tratamento para
hipertensdo, pois apesar dos beneficios hemodindmicos e autondmicos serem semelhantes, o
TF ndo apresenta os efeitos colaterais promovidos pela intervencdo farmacoldgica. Além
disso, o TF promove melhoras na microcirculacdo que ndo estdo presentes apos tratamento
farmacoldgico. Ndo se pode esquecer ainda que o TF promove melhoras cognitivas que
contribuem significativamente para a melhora da alta estima, depresséo e ansiedade, fatores
de extrema importancia para a manutencdo da qualidade de vida (MILKESSEN et al., 2017).
Se a utilizacdo de medicamento anti-hipertensivo for realmente necesséria, este trabalho
sugere que possa ser feito com perindopril, uma vez que esta associa¢do ndo atenua os efeitos

encontrados pelo TF em ratos espontaneamente hipertensos.
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8. Conclusao

Os principais resultados desse estudo sugerem que a melhora da rigidez arterial apos
TF aerdbio parece estar associada com uma reducdo da atividade do sistema renina
angiotensina, uma vez que os resultados foram semelhantes aqueles encontrados apos
tratamento com iECA (perindopril). Apesar das respostas funcionais serem semelhantes, 0s
resultados da protedmica sugerem que os diferentes tratamentos modulam vias diferentes de
proteinas. A reducdo de rigidez arterial parece estar também associada com alteragdes locais
e neurais presentes na microcirculacdo da musculatura esquelética e a associa¢do das duas
estratégias nao apresentou efeito sinérgico na reducdo da VOP ou PA nos SHR, no entanto,

somente 0s animais treinados apresentaram angiogénese na musculatura esquelética.
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Anexo 1 a. Proteinas identificas na aorta de ratos (Wistar e SHR), Gnica de cada grupos
da comparacdo SC x Wistar, com diferenca de expressdo (up regulation / down

regulation) e aquelas intermediérias que ndo apresentaram diferenca de expresséo.

2 Accession Protein Name Score | PRatio SC | ¢Valor

Number [WISTAR | P>0,95

P<0,05
Q6AXQ5 2' 5'-phosphodiesterase 12 45 WISTAR Unica
Q78E60 Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 2 61 WISTAR Unica
Q03070 Beta-chimaerin 344 WISTAR Unica
Q3ZB98 Breast carcinoma-amplified sequence 1 homolog 39 WISTAR Unica
PODP29 Calmodulin-1 383 WISTAR Unica
PODP30 Calmodulin-2 350 WISTAR Unica
PODP31 Calmodulin-3 350 WISTAR Unica
Q08290 Calponin-1 116 WISTAR Unica
008556 C-C chemokine receptor type 5 65 WISTAR Unica
035112 CD166 antigen 139 WISTAR Unica
P11442 Clathrin heavy chain 1 32 WISTAR Unica
P05371 Clusterin 75 WISTAR Unica
Q4KMA4T7 Cyclin-dependent kinase 10 271 WISTAR Unica
P20788 Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske_ mitochondrial 67 WISTAR Unica
P13107 Cytochrome P450 2B3 68 WISTAR Unica
Q62871 Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 113 WISTAR Unica
Q62952 Dihydropyrimidinase-related protein 3 93 WISTAR Unica
P51400 Double-stranded RNA-specific editase 1 30 WISTAR Unica
Q3B8Q2 Eukaryotic initiation factor 4A-I11 58 WISTAR Unica
A0JPM9 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit J 211 WISTAR Unica
P50609 Fibromodulin 180 WISTAR Unica
Q9WUH4 Four and a half LIM domains protein 1 667 WISTAR Unica
P15431 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-1 73 WISTAR Unica
P10860 Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial 62 WISTAR Unica
QOWTT6 Guanine deaminase 64 WISTAR Gnica
P23899 Hepatocyte nuclear factor 1-beta 82 WISTAR Unica
Q99MK2 Histone acetyltransferase KAT5 62 WISTAR Unica
Q00729 Histone H2B type 1-A 1870 | WISTAR Unica
035767 Homeobox protein Nkx-2.5 81 WISTAR Unica
Q9ESM2 Hyaluronan and proteoglycan link protein 2 40 WISTAR Unica
P97779 Hyaluronan-mediated motility receptor 34 WISTAR Unica
P20762 Ig gamma-2C chain C region 98 WISTAR Unica
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P01835 Ig kappa chain C region_ B allele 4714 | WISTAR Unica
Q9QYU4 Ketimine reductase mu-crystallin 158 WISTAR Unica
Q8R426 Kv channel-interacting protein 1 126 WISTAR Unica
Q62733 Lamina-associated polypeptide 2_ isoform beta 58 WISTAR Unica

P70615 Lamin-B1 74 WISTAR Unica
Q5XI107 Lipoma-preferred partner homolog 402 WISTAR Unica
Q5HZA4 LysM and putative peptidoglycan-binding domain-containing 72 WISTAR Unica

protein 1
Q4V8B3 Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 24 76 WISTAR Unica
035763 Moesin 101 WISTAR Unica
A0A096MK47 Muscular LMNA-interacting protein 67 WISTAR Unica

P16884 Neurofilament heavy polypeptide 62 WISTAR Unica
Q05982 Nucleoside diphosphate kinase A 156 WISTAR Unica
P19804 Nucleoside diphosphate kinase B 156 WISTAR Unica
P52944 PDZ and LIM domain protein 1 174 WISTAR Unica
Q66HS7 PDZ and LIM domain protein 3 131 WISTAR Unica
Q62920 PDZ and LIM domain protein 5 72 WISTAR Unica
Q97129 PDZ and LIM domain protein 7 143 WISTAR Unica
Q9QYU1l Peroxisomal biogenesis factor 19 105 WISTAR Unica
Q9EQP5 Prolargin 148 WISTAR Unica
Q9ES87 Prostasin 225 WISTAR Unica
Q9QzQ5 Protein NOV homolog 231 WISTAR Unica
Q62796 RalA-binding protein 1 46 WISTAR Unica
Q64604 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F 40 WISTAR Unica
Q91Y81 Septin-2 98 WISTAR Unica
P48768 Sodium/calcium exchanger 2 74 WISTAR Unica
P08932 T-kininogen 2 47 WISTAR Unica
Q9EQTS Tubulointerstitial nephritis antigen-like 132 WISTAR Unica
Q63357 Unconventional myosin-Id 61 WISTAR Unica
P13437 3-ketoacyl-CoA thiolase_ mitochondrial 85 SC Unica
P80299 Bifunctional epoxide hydrolase 2 47 SC Unica
Q4V8E4 Cilia- and flagella-associated protein 36 83 SC Unica
Q68FY0 Cytochrome b-c1 complex subunit 1_ mitochondrial 160 SC Unica
055096 Dipeptidyl peptidase 3 45 SC Unica
Q91XQ4 DNA-directed RNA polymerase Il subunit GRINL1A 69 SC Unica
Q62862 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 5 67 SC Unica
Q5EZ72 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family 42 SC Unica

member 7
Q68FU3 Electron transfer flavoprotein subunit beta 536 SC Unica
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Q66H04 F-box only protein 43 68 SC Unica
P13255 Glycine N-methyltransferase 44 SC Unica
Q5XHZ0 Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial 47 SC Unica
P06762 Heme oxygenase 1 60 SC Unica
Q6IE24 Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 54 36 SC Unica
E9PU28 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 =1 79 SC Unica
Q99J82 Integrin-linked protein kinase 75 SC Unica
P18588 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 61 SC Unica
Q5U2U7 MRNA cap guanine-N7 methyltransferase 99 SC Unica
ATE3N2 Neutrophil cytosol factor 2 52 SC Unica
P11506 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 71 SC Unica
088767 Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 229 SC Unica
Q9JK11 Reticulon-4 39 SC Unica
P42346 Serine/threonine-protein kinase mTOR 52 SC Unica
D3zvUl SprT-like domain-containing protein Spartan 72 SC Unica
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 125 SC Unica
P50137 Transketolase 50 SC Unica
P02770 Serum albumin 3896 1,73 1
P38983 40S ribosomal protein SA 72 1,17 1
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 335 1,45 1
088989 Malate dehydrogenase_ cytoplasmic 142 1,72 1
P85973 Purine nucleoside phosphorylase 395 1,42 1
P45592 Cofilin-1 751 1,08 1
P07150 Annexin Al 157 1,28 1
P20760 Ig gamma-2A chain C region 1932 1,45 1
P85125 Caveolae-associated protein 1 140 1,16 1
P15999 ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial 511 2,25 1
P62260 14-3-3 protein epsilon 183 2,59 1
P63018 Heat shock cognate 71 kDa protein 721 3,78 1
P50398 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 57 1,26 1
Q61G12 Keratin_ type Il cytoskeletal 7 237 1,55 1
P02600 Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform 201 1,51 1
Q63610 Tropomyosin alpha-3 chain 88 1,26 1
P69897 Tubulin beta-5 chain 1244 1,20 1
Q5XIF6 Tubulin alpha-4A chain 336 1,31 1
P04797 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 722 2,77 0,99
P04906 Glutathione S-transferase P 110 1,32 0,98
Q66HDO Endoplasmin 29 1,39 0,97
P51886 Lumican 1174 1,21 0,95
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P05065 Fructose-bisphosphate aldolase A 156 1,12 0,94
P25113 Phosphoglycerate mutase 1 190 1,88 0,94
P68511 14-3-3 protein eta 163 1,15 0,92
Q5XI173 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 550 1,15 0,92
P47819 Glial fibrillary acidic protein 94 1,92 0,91
P62963 Profilin-1 4776 1,23 0,9
Q07936 Annexin A2 183 1,16 0,89
P85972 Vinculin 1691 1,12 0,89
P62986 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 335 1,07 0,88
Q00715 Histone H2B type 1 301 1,09 0,88
P02680 Fibrinogen gamma chain 110 1,14 0,87
P11884 Aldehyde dehydrogenase  mitochondrial 137 1,07 0,87
P08010 Glutathione S-transferase Mu 2 1173 1,23 0,87
P09495 Tropomyosin alpha-4 chain 88 1,15 0,87
P02454 Collagen alpha-1(l) chain 71 1,07 0,87
PODMWO Heat shock 70 kDa protein 1A 580 1,17 0,87
Q6AYZ1 Tubulin alpha-1C chain 2075 1,16 0,86
Q4FZU2 Keratin_ type Il cytoskeletal 6A 94 1,17 0,83
P58775 Tropomyosin beta chain 674 1,20 0,82
Q62812 Myosin-9 126 1,15 0,79
P06866 Haptoglobin 102 1,13 0,75
P48679 Prelamin-A/C 800 1,03 0,75
Q4QRB4 Tubulin beta-3 chain 680 1,05 0,75
Q6PIT8 Tubulin beta-4B chain 869 1,25 0,74
Q61G05 Keratin_ type Il cytoskeletal 75 94 1,14 0,72
P04692 Tropomyosin alpha-1 chain 666 1,09 0,72
Q4VE8H8 EH domain-containing protein 2 75 1,17 0,7
Q3KRES Tubulin beta-2B chain 1141 1,09 0,7
P12346 Serotransferrin 288 1,09 0,69
Q7MOE3 Destrin 1860 1,06 0,67
P63102 14-3-3 protein zeta/delta 261 1,21 0,67
P14668 Annexin A5 68 1,05 0,67
PODMW1 Heat shock 70 kDa protein 1B 580 1,03 0,67
POCG51 Polyubiquitin-B 335 1,15 0,66
Q01129 Decorin 86 1,04 0,64
Q10758 Keratin_ type Il cytoskeletal 8 237 1,05 0,64
Q9WVHS8 Fibulin-5 6538 1,04 0,62
Q9QXQ0 Alpha-actinin-4 299 1,08 0,61
P11980 Pyruvate kinase PKM 87 1,01 0,61
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P24090 Alpha-2-HS-glycoprotein 172 1,13 0,6
P70623 Fatty acid-binding protein_ adipocyte 328 1,08 0,6
P06399 Fibrinogen alpha chain 89 1,13 0,6
P11598 Protein disulfide-isomerase A3 70 1,25 0,58
P48675 Desmin 490 1,07 0,56
ABYP92 Homeobox protein ARX 105 1,06 0,56
P01836 Ig kappa chain C region_ A allele 530 1,01 0,54
P15800 Laminin subunit beta-2 71 1,02 0,53
Q9Z1P2 Alpha-actinin-1 356 1,04 0,52
P56574 Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial 96 1,01 0,5
P02466 Collagen alpha-2(1) chain 148 1,04 0,49
P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 69 0,92 0,47
P23565 Alpha-internexin 98 0,91 0,46
P16409 Myosin light chain 3 201 0,98 0,46
P85108 Tubulin beta-2A chain 1141 0,95 0,46
P31000 Vimentin 2129 0,97 0,46
P14480 Fibrinogen beta chain 258 0,99 0,44
Q62736 Non-muscle caldesmon 207 0,97 0,44
P62630 Elongation factor 1-alpha 1 248 0,99 0,43
Q08163 Adenylyl cyclase-associated protein 1 513 0,98 0,42
P16617 Phosphoglycerate kinase 1 58 0,91 0,41
P01026 Complement C3 90 0,85 0,41
P47942 Dihydropyrimidinase-related protein 2 98 0,94 0,39
P55063 Heat shock 70 kDa protein 1-like 523 0,97 0,39
Q64119 Myosin light polypeptide 6 14590 0,85 0,37
Q68FP1 Gelsolin 140 0,78 0,37
P50399 Rab GDP dissociation inhibitor beta 100 0,92 0,36
P14659 Heat shock-related 70 kDa protein 2 575 0,96 0,35
Q63598 Plastin-3 85 0,87 0,34
P18666 Myosin regulatory light chain 12B 766 0,91 0,33
P09117 Fructose-bisphosphate aldolase C 78 0,96 0,32
P31232 Transgelin 5387 0,77 0,32
P15429 Beta-enolase 76 0,96 0,32
P09006 Serine protease inhibitor A3N 258 0,90 0,3
P06761 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 355 0,96 0,3
P61983 14-3-3 protein gamma 155 0,95 0,28
P21807 Peripherin 213 0,64 0,27
P01048 T-kininogen 1 51 0,93 0,27
Q9JLTO Myosin-10 73 0,84 0,27
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P10111 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 1492 0,92 0,26
P48037 Annexin A6 128 0,90 0,24
Q61G00 Keratin_ type Il cytoskeletal 4 114 0,93 0,24
Q6P6Q2 Keratin_ type Il cytoskeletal 5 110 0,69 0,23
P04937 Fibronectin 707 0,95 0,22
Q63429 Polyubiquitin-C 335 0,88 0,19
P35213 14-3-3 protein beta/alpha 155 0,94 0,19
P16636 Protein-lysine 6-oxidase 281 0,90 0,19
P04764 Alpha-enolase 78 0,57 0,18
Q6P9V9 Tubulin alpha-1B chain 2106 0,83 0,18
P36201 Cysteine-rich protein 2 173 0,80 0,16
Q64122 Myosin regulatory light polypeptide 9 3264 0,90 0,14
P68370 Tubulin alpha-1A chain 2132 0,88 0,11
P47853 Biglycan 1012 0,92 0,11
P10719 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 564 0,84 0,1
P04636 Malate dehydrogenase_ mitochondrial 110 0,78 0,1
P47875 Cysteine and glycine-rich protein 1 1823 0,92 0,1
P68255 14-3-3 protein theta 155 0,88 0,08
P70490 Lactadherin 1000 0,90 0,08
P63259 Actin_ cytoplasmic 2 28287 0,85 0,07
Q68FR8 Tubulin alpha-3 chain 383 0,94 0,05
Q9ER34 Aconitate hydratase_ mitochondrial 71 0,87 0,04
P68035 Actin_ alpha cardiac muscle 1 47537 0,84 0,04
P68136 Actin_ alpha skeletal muscle 32690 0,85 0,02
P20759 Ig gamma-1 chain C region 58 0,76 0,01
P11762 Galectin-1 1212 0,71 0,01
P42930 Heat shock protein beta-1 1538 0,82 0
P01946 Hemoglobin subunit alpha-1/2 6753 0,79 0
P02091 Hemoglobin subunit beta-1 1027 0,81 0
P11517 Hemoglobin subunit beta-2 643 0,92 0
P20059 Hemopexin 158 0,83 0
P15650 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_ mitochondrial | 107 0,82 0
Q5RKI0 WD repeat-containing protein 1 160 0,59 0
P12839 Neurofilament medium polypeptide 119 0,78 0
P13832 Myosin regulatory light chain RLC-A 766 0,59 0
P07943 Aldose reductase 74 0,41 0
P62632 Elongation factor 1-alpha 2 102 0,45 0
P20761 Ig gamma-2B chain C region 226 0,76 0
P62738 Actin_ aortic smooth muscle 48292 0,83 0
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P60711 Actin_ cytoplasmic 1 28287 0,77 0
P63269 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 48292 0,64 0
Q6AY56 Tubulin alpha-8 chain 117 0,82 0

@ |dentificacdo das proteinas no banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org/).
b Proteinas de diferenca de expresséo significativas up regulation (verde) down regulation (vermelha) e intermediérias.

¢ valor de p.



90

Anexo 1 b. Proteinas identificas na aorta de ratos (Wistar e SHR), Unica de cada grupos
da comparacdo SC x Wistar, com diferenca de expressdo (up regulation / down
regulation) e aquelas intermediarias que ndo apresentaram diferenca de expressdo (Em

ordem alfabética).

@ Accession Protein Name Score | PRatio SC | °Valor
Number /WISTAR | P >0,95
P<0,05
P35213 14-3-3 protein beta/alpha 155 0,94 0,19
P62260 14-3-3 protein epsilon 183 2,59 1
P68511 14-3-3 protein eta 163 1,15 0,92
P61983 14-3-3 protein gamma 155 0,95 0,28
P68255 14-3-3 protein theta 155 0,88 0,08
P63102 14-3-3 protein zeta/delta 261 1,21 0,67
QB6AXQ5 2' 5'-phosphodiesterase 12 45 WISTAR Unica
P13437 3-ketoacyl-CoA thiolase_ mitochondrial 85 SC Unica
P38983 40S ribosomal protein SA 72 1,17 1
Q9ER34 Aconitate hydratase_ mitochondrial 71 0,87 0,04
P68035 Actin_ alpha cardiac muscle 1 47537 0,84 0,04
P68136 Actin_ alpha skeletal muscle 32690 0,85 0,02
P62738 Actin_ aortic smooth muscle 48292 0,83 0
P60711 Actin_ cytoplasmic 1 28287 0,77 0
P63259 Actin_ cytoplasmic 2 28287 0,85 0,07
P63269 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 48292 0,64 0
Q08163 Adenylyl cyclase-associated protein 1 513 0,98 0,42
P11884 Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial 137 1,07 0,87
P07943 Aldose reductase 74 0,41 0
P24090 Alpha-2-HS-glycoprotein 172 1,13 0,6
Q9Z1P2 Alpha-actinin-1 356 1,04 0,52
Q9QXQ0 Alpha-actinin-4 299 1,08 0,61
P04764 Alpha-enolase 78 0,57 0,18
P23565 Alpha-internexin 98 0,91 0,46
P07150 Annexin Al 157 1,28 1
Q07936 Annexin A2 183 1,16 0,89
P14668 Annexin A5 68 1,05 0,67
P48037 Annexin A6 128 0,90 0,24
Q78E60 Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 2 61 WISTAR Unica
P15999 ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial 511 2,25 1
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P10719 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 564 0,84 0,1
Q03070 Beta-chimaerin 344 WISTAR Unica
P15429 Beta-enolase 76 0,96 0,32
P80299 Bifunctional epoxide hydrolase 2 47 SC Unica
P47853 Biglycan 1012 0,92 0,11
Q3zB98 Breast carcinoma-amplified sequence 1 homolog 39 WISTAR Unica
PODP29 Calmodulin-1 383 WISTAR Unica
PODP30 Calmodulin-2 350 WISTAR Unica
PODP31 Calmodulin-3 350 | WISTAR Unica
Q08290 Calponin-1 116 WISTAR Unica
P85125 Caveolae-associated protein 1 140 1,16 1
008556 C-C chemokine receptor type 5 65 WISTAR Unica
035112 CD166 antigen 139 WISTAR Unica
Q4V8E4 Cilia- and flagella-associated protein 36 83 SC Unica
P11442 Clathrin heavy chain 1 32 WISTAR Unica
P05371 Clusterin 75 WISTAR Unica
P45592 Cofilin-1 751 1,08 1
P02454 Collagen alpha-1(l) chain 71 1,07 0,87
P02466 Collagen alpha-2(l) chain 148 1,04 0,49
P01026 Complement C3 90 0,85 0,41
Q4KMA4T7 Cyclin-dependent kinase 10 271 WISTAR Unica
P47875 Cysteine and glycine-rich protein 1 1823 0,92 0,1
P36201 Cysteine-rich protein 2 173 0,80 0,16
Q68FY0 Cytochrome b-c1 complex subunit 1_ mitochondrial 160 SC Unica
P20788 Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske_ mitochondrial 67 WISTAR Unica
P13107 Cytochrome P450 2B3 68 WISTAR Unica
Q62871 Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 113 WISTAR Unica
Q01129 Decorin 86 1,04 0,64
P48675 Desmin 490 1,07 0,56
Q7MOE3 Destrin 1860 1,06 0,67
P47942 Dihydropyrimidinase-related protein 2 98 0,94 0,39
Q62952 Dihydropyrimidinase-related protein 3 93 WISTAR Unica
055096 Dipeptidyl peptidase 3 45 SC Unica
Q91XQ4 DNA-directed RNA polymerase Il subunit GRINL1A 69 SC Unica
P51400 Double-stranded RNA-specific editase 1 30 WISTAR Unica
Q62862 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 5 67 SC Unica
Q5EZT72 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family 42 SC Unica
member 7
Q4Vv8H8 EH domain-containing protein 2 75 1,17 0,7
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Q68FU3 Electron transfer flavoprotein subunit beta 536 SC Unica
P62630 Elongation factor 1-alpha 1 248 0,99 0,43
P62632 Elongation factor 1-alpha 2 102 0,45 0
P06761 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 355 0,96 0,3
Q66HDO Endoplasmin 29 1,39 0,97
Q3B8Q2 Eukaryotic initiation factor 4A-I11 58 WISTAR Unica
A0JPM9 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit J 211 WISTAR Unica
P70623 Fatty acid-binding protein_ adipocyte 328 1,08 0,6
Q66H04 F-box only protein 43 68 SC Unica
P06399 Fibrinogen alpha chain 89 1,13 0,6
P14480 Fibrinogen beta chain 258 0,99 0,44
P02680 Fibrinogen gamma chain 110 1,14 0,87
P50609 Fibromodulin 180 WISTAR Unica
P04937 Fibronectin 707 0,95 0,22
Q9WVHS8 Fibulin-5 6538 1,04 0,62
Q9WUH4 Four and a half LIM domains protein 1 667 WISTAR Unica
P05065 Fructose-bisphosphate aldolase A 156 1,12 0,94
P09117 Fructose-bisphosphate aldolase C 78 0,96 0,32
P11762 Galectin-1 1212 0,71 0,01
P15431 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-1 73 WISTAR Unica
Q68FP1 Gelsolin 140 0,78 0,37
P47819 Glial fibrillary acidic protein 94 1,92 0,91
P10860 Glutamate dehydrogenase 1 mitochondrial 62 WISTAR Unica
P08010 Glutathione S-transferase Mu 2 1173 1,23 0,87
P04906 Glutathione S-transferase P 110 1,32 0,98
P04797 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 722 2,77 0,99
P13255 Glycine N-methyltransferase 44 SC Unica
QIWTT6 Guanine deaminase 64 WISTAR Unica
P06866 Haptoglobin 102 1,13 0,75
PODMWO Heat shock 70 kDa protein 1A 580 1,17 0,87
PODMW1 Heat shock 70 kDa protein 1B 580 1,03 0,67
P55063 Heat shock 70 kDa protein 1-like 523 0,97 0,39
P63018 Heat shock cognate 71 kDa protein 721 3,78 1
Q5XHZ0 Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial 47 SC Gnica
P42930 Heat shock protein beta-1 1538 0,82 0
P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 69 0,92 0,47
P14659 Heat shock-related 70 kDa protein 2 575 0,96 0,35
P06762 Heme oxygenase 1 60 SC Unica
P01946 Hemoglobin subunit alpha-1/2 6753 0,79 0
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P02091 Hemoglobin subunit beta-1 1027 0,81 0
P11517 Hemoglobin subunit beta-2 643 0,92 0
P20059 Hemopexin 158 0,83 0
P23899 Hepatocyte nuclear factor 1-beta 82 WISTAR Unica
Q99MK2 Histone acetyltransferase KAT5 62 WISTAR Unica
Q00715 Histone H2B type 1 391 1,09 0,88
Q00729 Histone H2B type 1-A 1870 | WISTAR Unica
ABYP92 Homeobox protein ARX 105 1,06 0,56
035767 Homeobox protein Nkx-2.5 81 WISTAR Unica
Q9ESM2 Hyaluronan and proteoglycan link protein 2 40 WISTAR Unica
P97779 Hyaluronan-mediated motility receptor 34 WISTAR Unica
P20759 Ig gamma-1 chain C region 58 0,76 0,01
P20760 Ig gamma-2A chain C region 1932 1,45 1
P20761 Ig gamma-2B chain C region 226 0,76 0
P20762 Ig gamma-2C chain C region 98 WISTAR Unica
P01836 Ig kappa chain C region_ A allele 530 1,01 0,54
P01835 Ig kappa chain C region_ B allele 4714 | WISTAR Unica
Q61E24 Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 54 36 SC Unica
E9PU28 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 =1 79 SC Unica
Q99J82 Integrin-linked protein kinase 75 SC Unica
P18588 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 61 SC Unica
P56574 Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial 96 1,01 0,5
Q61G00 Keratin_ type Il cytoskeletal 4 114 0,93 0,24
Q6P6Q2 Keratin_ type Il cytoskeletal 5 110 0,69 0,23
Q4FzU2 Keratin_ type Il cytoskeletal 6A 94 1,17 0,83
Q61G12 Keratin_ type Il cytoskeletal 7 237 1,55 1
Q61G05 Keratin_ type Il cytoskeletal 75 94 1,14 0,72
Q10758 Keratin_ type Il cytoskeletal 8 237 1,05 0,64
Q9QYU4 Ketimine reductase mu-crystallin 158 WISTAR Unica
Q8R426 Kv channel-interacting protein 1 126 WISTAR Unica
P70490 Lactadherin 1000 0,90 0,08
Q62733 Lamina-associated polypeptide 2_ isoform beta 58 WISTAR Unica
P70615 Lamin-B1 74 WISTAR Unica
P15800 Laminin subunit beta-2 71 1,02 0,53
Q5X107 Lipoma-preferred partner homolog 402 WISTAR Unica
P15650 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase  mitochondrial | 107 0,82 0
P51886 Lumican 1174 1,21 0,95
Q5HZA4 LysM and putative peptidoglycan-binding domain-containing 72 WISTAR Unica

protein 1
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088989 Malate dehydrogenase_ cytoplasmic 142 1,72 1
P04636 Malate dehydrogenase_ mitochondrial 110 0,78 0,1
Q4V8B3 Mediator of RNA polymerase I transcription subunit 24 76 WISTAR Unica
035763 Moesin 101 WISTAR Unica
Q5U2U7 MRNA cap guanine-N7 methyltransferase 99 SC Unica

AOAQ96MK47 Muscular LMNA-interacting protein 67 WISTAR Unica
P02600 Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform 201 1,51 1
P16409 Myosin light chain 3 201 0,98 0,46
Q64119 Myosin light polypeptide 6 14590 0,85 0,37
P18666 Myosin regulatory light chain 12B 766 0,91 0,33
P13832 Myosin regulatory light chain RLC-A 766 0,59 0
Q64122 Myosin regulatory light polypeptide 9 3264 0,90 0,14
Q9JLTO Myosin-10 73 0,84 0,27
Q62812 Myosin-9 126 1,15 0,79
P16884 Neurofilament heavy polypeptide 62 WISTAR Unica
P12839 Neurofilament medium polypeptide 119 0,78 0
ATE3N2 Neutrophil cytosol factor 2 52 SC Unica
Q62736 Non-muscle caldesmon 207 0,97 0,44
Q05982 Nucleoside diphosphate kinase A 156 WISTAR Unica
P19804 Nucleoside diphosphate kinase B 156 WISTAR Unica
P52944 PDZ and LIM domain protein 1 174 WISTAR Unica
Q66HS7 PDZ and LIM domain protein 3 131 WISTAR Unica
Q62920 PDZ and LIM domain protein 5 72 WISTAR Unica
Q97179 PDZ and LIM domain protein 7 143 WISTAR Unica
P10111 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 1492 0,92 0,26
P21807 Peripherin 213 0,64 0,27
Q9QYU1l Peroxisomal biogenesis factor 19 105 WISTAR Unica
P16617 Phosphoglycerate kinase 1 58 0,91 0,41
P25113 Phosphoglycerate mutase 1 190 1,88 0,94
P11506 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 71 SC Unica
Q63598 Plastin-3 85 0,87 0,34
POCG51 Polyubiquitin-B 335 1,15 0,66
Q63429 Polyubiquitin-C 335 0,88 0,19
P48679 Prelamin-A/C 800 1,03 0,75
P62963 Profilin-1 4776 1,23 0,9
Q9EQP5 Prolargin 148 WISTAR Gnica
QOES87 Prostasin 225 WISTAR Gnica
P11598 Protein disulfide-isomerase A3 70 1,25 0,58
Q9QzQ5 Protein NOV homolog 231 WISTAR Unica
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088767 Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 229 SC Unica
P16636 Protein-lysine 6-oxidase 281 0,90 0,19
P85973 Purine nucleoside phosphorylase 395 1,42 1
P11980 Pyruvate kinase PKM 87 1,01 0,61
P50398 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 57 1,26 1
P50399 Rab GDP dissociation inhibitor beta 100 0,92 0,36
Q62796 RalA-binding protein 1 46 WISTAR Unica
Q64604 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F 40 WISTAR Unica
Q9JK11 Reticulon-4 39 SC Unica
Q5XI173 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 550 1,15 0,92
Q91Y81 Septin-2 98 WISTAR Unica
P09006 Serine protease inhibitor A3N 258 0,90 0,3
P42346 Serine/threonine-protein kinase mTOR 52 SC Unica
P12346 Serotransferrin 288 1,09 0,69
P02770 Serum albumin 3896 1,73 1
P48768 Sodium/calcium exchanger 2 74 WISTAR Unica
D3zvUl SprT-like domain-containing protein Spartan 72 SC Unica
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 125 SC Unica
P01048 T-kininogen 1 51 0,93 0,27
P08932 T-kininogen 2 47 WISTAR Unica
P31232 Transgelin 5387 0,77 0,32
P50137 Transketolase 50 SC Unica
P04692 Tropomyosin alpha-1 chain 666 1,09 0,72
Q63610 Tropomyosin alpha-3 chain 88 1,26 1
P09495 Tropomyosin alpha-4 chain 88 1,15 0,87
P58775 Tropomyosin beta chain 674 1,20 0,82
P68370 Tubulin alpha-1A chain 2132 0,88 0,11
Q6P9V9 Tubulin alpha-1B chain 2106 0,83 0,18
Q6AYZ1 Tubulin alpha-1C chain 2075 1,16 0,86
Q68FR8 Tubulin alpha-3 chain 383 0,94 0,05
Q5XIF6 Tubulin alpha-4A chain 336 1,31 1
Q6AY56 Tubulin alpha-8 chain 117 0,82 0
P85108 Tubulin beta-2A chain 1141 0,95 0,46
Q3KRES8 Tubulin beta-2B chain 1141 1,09 0,7
Q4QRB4 Tubulin beta-3 chain 680 1,05 0,75
Q6PIT8 Tubulin beta-4B chain 869 1,25 0,74
P69897 Tubulin beta-5 chain 1244 1,20 1
Q9EQT5 Tubulointerstitial nephritis antigen-like 132 WISTAR Unica
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 335 1,45 1
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P62986 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 335 1,07 0,88
Q63357 Unconventional myosin-Id 61 WISTAR Unica
P31000 Vimentin 2129 0,97 0,46
P85972 Vinculin 1691 1,12 0,89
Q5RKI0 WD repeat-containing protein 1 160 0,59 0

@ |ldentificacdo das proteinas no banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org/).

b Proteinas de diferenca de expressao significativas up regulation (verde) down regulation (vermelha) e intermediarias.

¢ valor de p.
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Anexo 2 a. Proteinas identificas na aorta de ratos (SHR), Unica de cada grupos

da comparacdo SP x SC, com diferenca de expressdo (up regulation / down

regulation) e aquelas intermediarias que ndo apresentaram diferenca de

expressao.
aNumber Protein Name Score | PRatio | ¢Valores
Accession SP/SC p>0,95
p<0,05
P26772 10 kDa heat shock protein_ mitochondrial 416 SP Unica
Q5X178 2-oxoglutarate dehydrogenase_ mitochondrial 90 SP Unica
P17764 Acetyl-CoA acetyltransferase_ mitochondrial 180 SP nica
Q5XIK1 Actin-related protein T1 73 SP nica
P11030 Acyl-CoA-binding protein 271 SP Unica
P17475 Alpha-1-antiproteinase 149 SP Unica
P10759 AMP deaminase 1 101 SP Unica
Q5M9H0 Ankyrin repeat and SAM domain-containing protein 3 98 SP Unica
D3ZAF6 ATP synthase subunit f_ mitochondrial 55 SP Unica
Q925T8 BMP/retinoic acid-inducible neural-specific protein 1 95 SP Unica
PODP29 Calmodulin-1 145 SP Unica
PODP30 Calmodulin-2 145 SP Unica
PODP31 Calmodulin-3 145 SP Unica
Q08290 Calponin-1 92 SP Unica
P18418 Calreticulin 109 SP Unica
P24268 Cathepsin D 117 SP Unica
Q5U3z0 Cilia- and flagella-associated protein 298 158 SP Gnica
P11442 Clathrin heavy chain 1 71 SP Gnica
P05371 Clusterin 93 SP Unica
Q4KM47 Cyclin-dependent kinase 10 102 SP Gnica
P14841 Cystatin-C 264 SP Unica
P11240 Cytochrome c oxidase subunit 5A_ mitochondrial 587 SP Gnica
P10818 Cytochrome c oxidase subunit 6A1_ mitochondrial 631 SP Unica
Q62871 Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 109 SP Unica
Q5BK18 Cytosolic iron-sulfur assembly component 3 92 SP Unica
Q8K5A9 Death domain-containing membrane protein NRADD 70 SP Unica
P06214 Delta-aminolevulinic acid dehydratase 75 SP Unica
Q62952 Dihydropyrimidinase-related protein 3 103 SP Unica
Q62967 Diphosphomevalonate decarboxylase 95 SP Unica
Q66HC9 Dynein intermediate chain 2_ axonemal 95 SP Unica
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Q00911 Early growth response protein 4 140 SP Unica
P13803 Electron transfer flavoprotein subunit alpha_ mitochondrial 189 SP Unica
P05197 Elongation factor 2 108 SP Unica
P14604 Enoyl-CoA hydratase_ mitochondrial 46 SP Unica
Q5RKI1 Eukaryotic initiation factor 4A-I1 92 SP Unica
P50609 Fibromodulin 125 SP Unica
Q9WUH4 Four and a half LIM domains protein 1 413 SP Unica
P10860 Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial 253 SP Unica
Q99MZz4 Glutathione hydrolase 7 121 SP Unica
Q63406 Guanine nucleotide exchange factor DBS 61 SP Unica
P10824 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 104 SP Unica
P04897 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 157 SP Unica
P08753 Guanine nucleotide-binding protein G(K) subunit alpha 104 SP nica
P59215 Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha 104 SP nica
P38406 Guanine nucleotide-binding protein G(olf) subunit alpha 104 SP Unica
P63095 Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha 104 SP Unica
isoforms short
Q63803 Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha 104 SP Unica
isoforms XLas
P29348 Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-3 104 SP Unica
Q63210 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-12 101 SP Unica
Q6Q7Y5 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 101 SP Unica
Q97136 Hamartin 51 SP Unica
P62959 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 223 SP Unica
Q99MK?2 Histone acetyltransferase KAT5 156 SP Unica
Q00729 Histone H2B type 1-A 1001 SP Unica
Q9ESM2 Hyaluronan and proteoglycan link protein 2 59 SP Unica
P20762 Ig gamma-2C chain C region 127 SP Unica
P01835 Ig kappa chain C region_ B allele 2149 SP Unica
Q99NAS5 | Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha_ mitochondrial 82 SP Unica
Q6IFW6 Keratin_ type | cytoskeletal 10 74 SP Unica
P25030 Keratin_ type | cytoskeletal 20 65 SP Unica
P70615 Lamin-B1 53 SP Unica
Q99IMZ8 LIM and SH3 domain protein 1 97 SP Unica
Q5X107 Lipoma-preferred partner homolog 326 SP Unica
Al1A5P5 LisH domain-containing protein ARMC9 128 SP Unica
P04642 L-lactate dehydrogenase A chain 122 SP Unica
P42123 L-lactate dehydrogenase B chain 214 SP Unica
P30904 Macrophage migration inhibitory factor 169 SP Unica




99

P02761 Major urinary protein 48 SP Unica
035763 Moesin 109 SP Unica
P16884 Neurofilament heavy polypeptide 96 SP Unica
P19527 Neurofilament light polypeptide 89 SP Unica
008658 Nuclear pore complex protein Nup88 54 SP Unica
Q05982 Nucleoside diphosphate kinase A 480 SP Unica
P19804 Nucleoside diphosphate kinase B 447 SP Unica
Q63371 P2Y purinoceptor 6 95 SP Unica
P27657 Pancreatic triacylglycerol lipase 58 SP Unica
P52944 PDZ and LIM domain protein 1 213 SP Unica
Q66HS7 PDZ and LIM domain protein 3 128 SP Unica
Q62920 PDZ and LIM domain protein 5 93 SP Unica
Q927129 PDZ and LIM domain protein 7 118 SP nica
Q63716 Peroxiredoxin-1 105 SP nica
Q9z221 Polyamine-modulated factor 1-binding protein 1 106 SP Unica
D4ABH7 Pre-miRNA 5'-monophosphate methyltransferase 148 SP Unica
P04785 Protein disulfide-isomerase 91 SP Unica
Q90QZQ5 Protein NOV homolog 256 SP Unica
P05964 Protein S100-A6 1473 SP Unica
P98106 P-selectin 57 SP Unica
P49432 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta_ 53 SP Gnica
mitochondrial
P29315 Ribonuclease inhibitor 58 SP Unica
P57760 Serine/threonine-protein kinase 16 110 SP Unica
QI9QWNS8 Spectrin beta chain_ non-erythrocytic 2 54 SP Unica
G3V7P1 Syntaxin-12 92 SP Unica
Q63635 Syntaxin-6 91 SP Unica
Q5XHX6 Thioredoxin domain-containing protein 2 55 SP Unica
Q6IE14 Transmembrane protease serine 11B-like protein 106 SP Unica
P02767 Transthyretin 216 SP Unica
P27435 Tryptase 591 SP Unica
Q9EQTS Tubulointerstitial nephritis antigen-like 310 SP Unica
Q498R7 UPF0587 protein C1orf123 homolog 79 SP Unica
Q6AY86 Vacuolar protein sorting-associated protein 26A 104 SP Unica
054975 Xaa-Pro aminopeptidase 1 107 SP Unica
P80299 Bifunctional epoxide hydrolase 2 47 SC Unica
Q4V8E4 Cilia- and flagella-associated protein 36 83 SC Unica
055096 Dipeptidyl peptidase 3 45 SC Unica
Q91XQ4 DNA-directed RNA polymerase Il subunit GRINL1A 69 SC Unica
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Q62862 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 5 67 SC Unica
Q5EZT72 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family 42 SC Unica
member 7
Q66H04 F-box only protein 43 68 SC Unica
P13255 Glycine N-methyltransferase 44 SC Unica
Q5XHZ0 Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial 47 SC Unica
P06762 Heme oxygenase 1 60 SC Unica
E9PU28 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 79 SC Unica
Q99J82 Integrin-linked protein kinase 75 SC Unica
P18588 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 61 SC Unica
P56574 Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial 74 SC nica
Q5U2U7 MRNA cap guanine-N7 methyltransferase 99 SC nica
ATE3N2 Neutrophil cytosol factor 2 52 SC Unica
088767 Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 229 SC Unica
Q9JK11 Reticulon-4 39 SC Unica
P42346 Serine/threonine-protein kinase mTOR 52 SC Unica
D3zvUl SprT-like domain-containing protein Spartan 72 SC Unica
P01048 T-kininogen 1 55 SC Unica
Q9ER34 Aconitate hydratase_ mitochondrial 83 1,67 1,00
P68035 Actin_ alpha cardiac muscle 1 5542 1,07 1,00
P68136 Actin_ alpha skeletal muscle 5242 1,07 1,00
P62738 Actin_ aortic smooth muscle 5534 1,07 1,00
P60711 Actin_ cytoplasmic 1 4354 1,12 1,00
P63259 Actin_ cytoplasmic 2 4358 1,12 1,00
P63269 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 5534 1,07 1,00
Q971P2 Alpha-actinin-1 719 1,30 1,00
Q9QXQ0 Alpha-actinin-4 431 1,31 1,00
Q07936 Annexin A2 474 1,38 1,00
P15999 ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial 175 1,54 1,00
P10719 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 87 1,38 1,00
P47853 Biglycan 227 1,72 1,00
P02454 Collagen alpha-1(l) chain 47 1,88 1,00
P47875 Cysteine and glycine-rich protein 1 1148 1,45 1,00
P36201 Cysteine-rich protein 2 176 1,63 1,00
P48675 Desmin 467 1,26 1,00
Q4V8H8 EH domain-containing protein 2 225 1,45 1,00
P62630 Elongation factor 1-alpha 1 298 1,62 1,00
P70623 Fatty acid-binding protein_ adipocyte 436 1,60 1,00
P06399 Fibrinogen alpha chain 112 1,32 1,00
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QIWVH8 Fibulin-5 52 1,32 1,00
P11762 Galectin-1 260 1,75 1,00
P08010 Glutathione S-transferase Mu 2 217 1,58 1,00

PODMWO Heat shock 70 kDa protein 1A 849 1,28 1,00
P55063 Heat shock 70 kDa protein 1-like 597 1,31 1,00
P63018 Heat shock cognate 71 kDa protein 852 1,36 1,00
P42930 Heat shock protein beta-1 848 1,54 1,00
P14659 Heat shock-related 70 kDa protein 2 691 1,39 1,00
Q6IG12 Keratin_ type Il cytoskeletal 7 193 1,67 1,00
Q10758 Keratin_ type Il cytoskeletal 8 193 1,70 1,00
P18666 Myosin regulatory light chain 12B 975 1,27 1,00
Q64122 Myosin regulatory light polypeptide 9 4053 1,34 1,00
QIJLTO Myosin-10 71 1,49 1,00
Q62812 Myosin-9 68 1,52 1,00
P10111 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 1750 1,42 1,00
P62963 Profilin-1 3064 1,19 1,00
P02770 Serum albumin 7160 1,09 1,00
P31232 Transgelin 9127 1,40 1,00
P68370 Tubulin alpha-1A chain 237 1,67 1,00
Q6PI9V9 Tubulin alpha-1B chain 237 1,67 1,00

Q6AYZ1 Tubulin alpha-1C chain 237 1,68 1,00
Q68FR8 Tubulin alpha-3 chain 111 1,84 1,00
Q5XIF6 Tubulin alpha-4A chain 107 1,73 1,00

Q6AY56 Tubulin alpha-8 chain 46 2,20 1,00
P85108 Tubulin beta-2A chain 94 1,49 1,00

Q3KRES8 Tubulin beta-2B chain 94 1,49 1,00

Q4QRB4 Tubulin beta-3 chain 94 1,48 1,00
Q6PIT8 Tubulin beta-4B chain 467 1,48 1,00
P69897 Tubulin beta-5 chain 94 1,49 1,00
P31000 Vimentin 1733 1,23 1,00
Q5RKI0 WD repeat-containing protein 1 192 1,32 1,00
P07150 Annexin Al 94 1,52 0,99
P85125 Caveolae-associated protein 1 150 1,51 0,99
P06761 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 248 1,22 0,99

PODMW1 Heat shock 70 kDa protein 1B 845 1,30 0,99
Q00715 Histone H2B type 1 122 1,48 0,99
P15650 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_ mitochondrial 93 1,51 0,99
P02600 Myosin light chain 1/3__ skeletal muscle isoform 809 1,28 0,99
P16409 Myosin light chain 3 787 1,30 0,99
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P13832 Myosin regulatory light chain RLC-A 975 1,26 0,99
P85973 Purine nucleoside phosphorylase 155 1,31 0,99
Q7MOE3 Destrin 1706 1,22 0,98
P20760 Ig gamma-2A chain C region 643 1,13 0,98
Q62736 Non-muscle caldesmon 274 1,72 0,98
P21807 Peripherin 195 1,35 0,98
P12346 Serotransferrin 1002 1,14 0,98
P63102 14-3-3 protein zeta/delta 142 1,34 0,97
Q01129 Decorin 150 1,55 0,97
P05065 Fructose-bisphosphate aldolase A 202 1,26 0,97
Q6P6Q2 Keratin_ type Il cytoskeletal 5 76 1,70 0,97
P04636 Malate dehydrogenase_ mitochondrial 346 1,40 0,97
Q5X173 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 327 1,36 0,96
P14668 Annexin A5 145 1,25 0,95
P04797 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1896 1,13 0,95
ABYP92 Homeobox protein ARX 33 1,75 0,95
P11598 Protein disulfide-isomerase A3 100 1,42 0,95
P16636 Protein-lysine 6-oxidase 251 1,46 0,95
P50398 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 112 1,79 0,95
Q64119 Myosin light polypeptide 6 13395 1,09 0,94
P25113 Phosphoglycerate mutase 1 276 1,55 0,94
P50137 Transketolase 50 1,40 0,94
P48037 Annexin A6 120 1,15 0,93
P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 106 1,67 0,93
P23565 Alpha-internexin 69 1,31 0,90
P62632 Elongation factor 1-alpha 2 51 2,03 0,90
P02680 Fibrinogen gamma chain 682 1,19 0,90
P20761 Ig gamma-2B chain C region 130 1,19 0,90
P04692 Tropomyosin alpha-1 chain 736 1,19 0,90
P68511 14-3-3 protein eta 63 1,34 0,89
088989 Malate dehydrogenase_ cytoplasmic 103 1,34 0,89
P11506 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 71 1,40 0,89
P07943 Aldose reductase 254 1,17 0,88
Q68FY0 Cytochrome b-c1 complex subunit 1_ mitochondrial 160 1,35 0,87
P70490 Lactadherin 112 1,27 0,87
P58775 Tropomyosin beta chain 736 1,17 0,87
Q4FzU2 Keratin_ type Il cytoskeletal 6A 76 1,54 0,86
Q08163 Adenylyl cyclase-associated protein 1 165 1,15 0,85
P16617 Phosphoglycerate kinase 1 73 1,55 0,84
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P11980 Pyruvate kinase PKM 40 1,51 0,83
Q6IE24 Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 54 36 1,13 0,82
P50399 Rab GDP dissociation inhibitor beta 52 1,65 0,81
P09495 Tropomyosin alpha-4 chain 50 1,22 0,81
Q61G05 Keratin_ type Il cytoskeletal 75 76 1,45 0,79
P47819 Glial fibrillary acidic protein 52 1,45 0,78
P01836 Ig kappa chain C region_ A allele 701 1,22 0,78
Q61G00 Keratin_ type Il cytoskeletal 4 52 1,49 0,77
P09117 Fructose-bisphosphate aldolase C 79 1,51 0,74
Q63610 Tropomyosin alpha-3 chain 50 1,17 0,74
P15800 Laminin subunit beta-2 47 1,22 0,73
P24090 Alpha-2-HS-glycoprotein 275 1,15 0,72
P14480 Fibrinogen beta chain 941 1,08 0,72
P51886 Lumican 1267 1,00 0,72
P20759 Ig gamma-1 chain C region 31 1,39 0,70
P01026 Complement C3 57 1,12 0,69
P13437 3-ketoacyl-CoA thiolase_ mitochondrial 85 1,16 0,67
P45592 Cofilin-1 297 1,06 0,67
P61983 14-3-3 protein gamma 53 1,09 0,65
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 125 1,07 0,65
P04764 Alpha-enolase 138 1,05 0,62
P62260 14-3-3 protein epsilon 148 1,09 0,59
P11884 Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial 90 1,05 0,59
P20059 Hemopexin 409 1,02 0,58
P68255 14-3-3 protein theta 164 1,08 0,53
P35213 14-3-3 protein beta/alpha 164 1,03 0,43
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 274 0,93 0,42
P04906 Glutathione S-transferase P 114 0,95 0,39
Q66HDO Endoplasmin 51 0,90 0,37
Q63429 Polyubiquitin-C 274 0,92 0,35
P12839 Neurofilament medium polypeptide 79 0,92 0,34
POCG51 Polyubiquitin-B 274 0,90 0,33
Q63598 Plastin-3 90 0,86 0,32
P62986 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 274 0,90 0,29
Q68FU3 Electron transfer flavoprotein subunit beta 536 0,68 0,19
P06866 Haptoglobin 335 0,88 0,17
P11517 Hemoglobin subunit beta-2 3388 0,86 0,06
P01946 Hemoglobin subunit alpha-1/2 14931 0,62 0,00
P02091 Hemoglobin subunit beta-1 10419 0,76 0,00
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2 |dentificacdo das proteinas no banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org/).
b Proteinas de diferenca de expressdo significativas up regulation (verde) down regulation (vermelha) e
intermediarias.

¢ valor de p.
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Anexo 2 b. Proteinas identificas na aorta de ratos (SHR), Unica de cada grupos da

comparacdo SP x SC, com diferenca de expressdo (up regulation / down

regulation) e aquelas intermediarias que ndo apresentaram diferenca de expressdo

(Em ordem alfabética).

aNumber Protein Name Score | PRatio | ¢Valores
Accession SP/SC p>0,95
p<0,05
P26772 10 kDa heat shock protein_ mitochondrial 416 SP Unica
P35213 14-3-3 protein beta/alpha 164 1,03 0,43
P62260 14-3-3 protein epsilon 148 1,09 0,59
P68511 14-3-3 protein eta 63 1,34 0,89
P61983 14-3-3 protein gamma 53 1,09 0,65
P68255 14-3-3 protein theta 164 1,08 0,53
P63102 14-3-3 protein zeta/delta 142 1,34 0,97
Q5X178 2-oxoglutarate dehydrogenase_ mitochondrial 90 SP Unica
P13437 3-ketoacyl-CoA thiolase_ mitochondrial 85 1,16 0,67
P17764 Acetyl-CoA acetyltransferase_ mitochondrial 180 SP Unica
Q9ER34 Aconitate hydratase  mitochondrial 83 1,67 1,00
P68035 Actin_ alpha cardiac muscle 1 5542 1,07 1,00
P68136 Actin_ alpha skeletal muscle 5242 1,07 1,00
P62738 Actin_ aortic smooth muscle 5534 1,07 1,00
P60711 Actin_ cytoplasmic 1 4354 1,12 1,00
P63259 Actin_ cytoplasmic 2 4358 1,12 1,00
P63269 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 5534 1,07 1,00
Q5XIK1 Actin-related protein T1 73 SP Gnica
P11030 Acyl-CoA-binding protein 271 SP Unica
Q08163 Adenylyl cyclase-associated protein 1 165 1,15 0,85
P11884 Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial 90 1,05 0,59
P07943 Aldose reductase 254 1,17 0,88
P17475 Alpha-1-antiproteinase 149 SP Unica
P24090 Alpha-2-HS-glycoprotein 275 1,15 0,72
Q9z1P2 Alpha-actinin-1 719 1,30 1,00
Q90QXQ0 Alpha-actinin-4 431 1,31 1,00
P04764 Alpha-enolase 138 1,05 0,62
P23565 Alpha-internexin 69 1,31 0,90
P10759 AMP deaminase 1 101 SP Unica
Q5M9H0 Ankyrin repeat and SAM domain-containing protein 3 98 SP Unica
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P07150 Annexin Al 94 1,52 0,99
Q07936 Annexin A2 474 1,38 1,00
P14668 Annexin A5 145 1,25 0,95
P48037 Annexin A6 120 1,15 0,93
P15999 ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial 175 1,54 1,00
P10719 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 87 1,38 1,00
D3ZAF6 ATP synthase subunit f_ mitochondrial 55 SP Unica
P80299 Bifunctional epoxide hydrolase 2 47 SC Unica
P47853 Biglycan 227 1,72 1,00
Q925T8 BMP/retinoic acid-inducible neural-specific protein 1 95 SP Unica
PODP29 Calmodulin-1 145 SP Unica
PODP30 Calmodulin-2 145 SP Unica
PODP31 Calmodulin-3 145 SP Unica
Q08290 Calponin-1 92 SP nica
P18418 Calreticulin 109 SP Unica
P24268 Cathepsin D 117 SP Unica
P85125 Caveolae-associated protein 1 150 1,51 0,99
Q5U3z0 Cilia- and flagella-associated protein 298 158 SP Unica
Q4V8E4 Cilia- and flagella-associated protein 36 83 SC Unica
P11442 Clathrin heavy chain 1 71 SP Unica
P05371 Clusterin 93 SP Unica
P45592 Cofilin-1 297 1,06 0,67
P02454 Collagen alpha-1(l) chain 47 1,88 1,00
P01026 Complement C3 57 1,12 0,69
Q4KM47 Cyclin-dependent kinase 10 102 SP Unica
P14841 Cystatin-C 264 SP Unica
P47875 Cysteine and glycine-rich protein 1 1148 1,45 1,00
P36201 Cysteine-rich protein 2 176 1,63 1,00
Q68FY0 Cytochrome b-c1 complex subunit 1 mitochondrial 160 1,35 0,87
P11240 Cytochrome c oxidase subunit 5A_ mitochondrial 587 SP Unica
P10818 Cytochrome c oxidase subunit 6A1_ mitochondrial 631 SP Unica
Q62871 Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 109 SP Unica
Q5BK18 Cytosolic iron-sulfur assembly component 3 92 SP Unica
Q8K5A9 Death domain-containing membrane protein NRADD 70 SP Unica
Q01129 Decorin 150 1,55 0,97
P06214 Delta-aminolevulinic acid dehydratase 75 SP Unica
P48675 Desmin 467 1,26 1,00
Q7MOE3 Destrin 1706 1,22 0,98
Q62952 Dihydropyrimidinase-related protein 3 103 SP Unica
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055096 Dipeptidyl peptidase 3 45 SC Unica
Q62967 Diphosphomevalonate decarboxylase 95 SP Unica
Q91XQ4 DNA-directed RNA polymerase Il subunit GRINL1A 69 SC Unica
Q62862 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 5 67 SC Unica
Q66HC9 Dynein intermediate chain 2_ axonemal 95 SP Gnica
Q00911 Early growth response protein 4 140 SP Unica
Q5EZ72 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family 42 SC Unica
member 7
Q4V8HS EH domain-containing protein 2 225 1,45 1,00
P13803 Electron transfer flavoprotein subunit alpha_ mitochondrial 189 SP Unica
Q68FU3 Electron transfer flavoprotein subunit beta 536 0,68 0,19
P62630 Elongation factor 1-alpha 1 298 1,62 1,00
P62632 Elongation factor 1-alpha 2 51 2,03 0,90
P05197 Elongation factor 2 108 SP Unica
P06761 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 248 1,22 0,99
Q66HDO Endoplasmin 51 0,90 0,37
P14604 Enoyl-CoA hydratase_ mitochondrial 46 SP Unica
Q5RKI1 Eukaryotic initiation factor 4A-I1 92 SP Unica
P70623 Fatty acid-binding protein_ adipocyte 436 1,60 1,00
Q66H04 F-box only protein 43 68 SC Unica
P06399 Fibrinogen alpha chain 112 1,32 1,00
P14480 Fibrinogen beta chain 941 1,08 0,72
P02680 Fibrinogen gamma chain 682 1,19 0,90
P50609 Fibromodulin 125 SP Unica
Q9WVHS Fibulin-5 52 1,32 1,00
Q9WUH4 Four and a half LIM domains protein 1 413 SP Unica
P05065 Fructose-bisphosphate aldolase A 202 1,26 0,97
P09117 Fructose-bisphosphate aldolase C 79 1,51 0,74
P11762 Galectin-1 260 1,75 1,00
P47819 Glial fibrillary acidic protein 52 1,45 0,78
P10860 Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial 253 SP Unica
Q99Mz4 Glutathione hydrolase 7 121 SP Unica
P08010 Glutathione S-transferase Mu 2 217 1,58 1,00
P04906 Glutathione S-transferase P 114 0,95 0,39
P04797 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1896 1,13 0,95
P13255 Glycine N-methyltransferase 44 SC Unica
Q63406 Guanine nucleotide exchange factor DBS 61 SP Unica
P10824 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 104 SP Unica
P04897 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 157 SP Unica
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P08753 Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha 104 SP Unica
P59215 Guanine nucleotide-binding protein G(0) subunit alpha 104 SP Unica
P38406 Guanine nucleotide-binding protein G(olf) subunit alpha 104 SP Unica
P63095 Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha 104 SP Unica
isoforms short
Q63803 Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha 104 SP Unica
isoforms XLas
P29348 Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-3 104 SP Unica
Q63210 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-12 101 SP Unica
Q6Q7Y5 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 101 SP Unica
Q97136 Hamartin 51 SP Unica
P06866 Haptoglobin 335 0,88 0,17
PODMWO Heat shock 70 kDa protein 1A 849 1,28 1,00
PODMW1 Heat shock 70 kDa protein 1B 845 1,30 0,99
P55063 Heat shock 70 kDa protein 1-like 597 1,31 1,00
P63018 Heat shock cognate 71 kDa protein 852 1,36 1,00
Q5XHZ0 Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial 47 SC Unica
P42930 Heat shock protein beta-1 848 1,54 1,00
P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 106 1,67 0,93
P14659 Heat shock-related 70 kDa protein 2 691 1,39 1,00
P06762 Heme oxygenase 1 60 SC Unica
P01946 Hemoglobin subunit alpha-1/2 14931 0,62 0,00
P02091 Hemoglobin subunit beta-1 10419 0,76 0,00
P11517 Hemoglobin subunit beta-2 3388 0,86 0,06
P20059 Hemopexin 409 1,02 0,58
P62959 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 223 SP Unica
Q99MK?2 Histone acetyltransferase KAT5 156 SP Unica
Q00715 Histone H2B type 1 122 1,48 0,99
Q00729 Histone H2B type 1-A 1001 SP Unica
ABYP92 Homeobox protein ARX 33 1,75 0,95
Q9ESM2 Hyaluronan and proteoglycan link protein 2 59 SP Unica
P20759 Ig gamma-1 chain C region 31 1,39 0,70
P20760 Ig gamma-2A chain C region 643 1,13 0,98
P20761 Ig gamma-2B chain C region 130 1,19 0,90
P20762 Ig gamma-2C chain C region 127 SP Unica
P01836 Ig kappa chain C region_ A allele 701 1,22 0,78
P01835 Ig kappa chain C region_ B allele 2149 SP Unica
Q6IE24 Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 54 36 1,13 0,82
E9PU28 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 79 SC Unica
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Q9982 Integrin-linked protein kinase 75 SC Unica
P18588 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 61 SC Unica
Q99NA5 | Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha_ mitochondrial 82 SP Unica
P56574 Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial 74 SC Unica
Q6IFW6 Keratin_ type | cytoskeletal 10 74 SP Unica
P25030 Keratin_ type | cytoskeletal 20 65 SP Unica
Q61G00 Keratin_ type Il cytoskeletal 4 52 1,49 0,77
Q6P6Q2 Keratin_ type Il cytoskeletal 5 76 1,70 0,97
Q4FZU2 Keratin_ type Il cytoskeletal 6A 76 1,54 0,86
Q61G12 Keratin_ type Il cytoskeletal 7 193 1,67 1,00
Q61G05 Keratin_ type Il cytoskeletal 75 76 1,45 0,79
Q10758 Keratin_ type Il cytoskeletal 8 193 1,70 1,00
P70490 Lactadherin 112 1,27 0,87
P70615 Lamin-B1 53 SP Unica
P15800 Laminin subunit beta-2 47 1,22 0,73
Q99MZ8 LIM and SH3 domain protein 1 97 SP Unica
Q5XI07 Lipoma-preferred partner homolog 326 SP Unica
A1A5P5 LisH domain-containing protein ARMC9 128 SP Unica
P04642 L-lactate dehydrogenase A chain 122 SP Unica
P42123 L-lactate dehydrogenase B chain 214 SP Unica
P15650 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_ mitochondrial 93 1,51 0,99
P51886 Lumican 1267 1,00 0,72
P30904 Macrophage migration inhibitory factor 169 SP Gnica
P02761 Major urinary protein 48 SP Unica
088989 Malate dehydrogenase_ cytoplasmic 103 1,34 0,89
P04636 Malate dehydrogenase_ mitochondrial 346 1,40 0,97
035763 Moesin 109 SP Unica
Q5U2U7 MRNA cap guanine-N7 methyltransferase 99 SC Unica
P02600 Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform 809 1,28 0,99
P16409 Myosin light chain 3 787 1,30 0,99
Q64119 Myosin light polypeptide 6 13395 1,09 0,94
P18666 Myosin regulatory light chain 12B 975 1,27 1,00
P13832 Myosin regulatory light chain RLC-A 975 1,26 0,99
Q64122 Myosin regulatory light polypeptide 9 4053 1,34 1,00
Q9JLTO Myosin-10 71 1,49 1,00
Q62812 Myosin-9 68 1,52 1,00
P16884 Neurofilament heavy polypeptide 96 SP Unica
P19527 Neurofilament light polypeptide 89 SP Unica
P12839 Neurofilament medium polypeptide 79 0,92 0,34
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ATE3N2 Neutrophil cytosol factor 2 52 SC Unica
Q62736 Non-muscle caldesmon 274 1,72 0,98
008658 Nuclear pore complex protein Nup88 54 SP Unica
Q05982 Nucleoside diphosphate kinase A 480 SP Unica
P19804 Nucleoside diphosphate kinase B 447 SP Unica
Q63371 P2Y purinoceptor 6 95 SP Unica
P27657 Pancreatic triacylglycerol lipase 58 SP Unica
P52944 PDZ and LIM domain protein 1 213 SP Unica
Q66HS7 PDZ and LIM domain protein 3 128 SP Unica
Q62920 PDZ and LIM domain protein 5 93 SP Unica
Q97179 PDZ and LIM domain protein 7 118 SP Unica
P10111 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 1750 1,42 1,00
P21807 Peripherin 195 1,35 0,98
Q63716 Peroxiredoxin-1 105 SP nica
P16617 Phosphoglycerate kinase 1 73 1,55 0,84
P25113 Phosphoglycerate mutase 1 276 1,55 0,94
P11506 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 71 1,40 0,89
Q63598 Plastin-3 90 0,86 0,32
Q9z221 Polyamine-modulated factor 1-binding protein 1 106 SP Unica
POCG51 Polyubiquitin-B 274 0,90 0,33
Q63429 Polyubiquitin-C 274 0,92 0,35
D4ABH7 Pre-miRNA 5'-monophosphate methyltransferase 148 SP Gnica
P62963 Profilin-1 3064 1,19 1,00
P04785 Protein disulfide-isomerase 91 SP Unica
P11598 Protein disulfide-isomerase A3 100 1,42 0,95
Q90QzQ5 Protein NOV homolog 256 SP Unica
P05964 Protein S100-A6 1473 SP Unica
088767 Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 229 SC Unica
P16636 Protein-lysine 6-oxidase 251 1,46 0,95
P98106 P-selectin 57 SP Unica
P85973 Purine nucleoside phosphorylase 155 1,31 0,99
P49432 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta_ 53 SP Unica
mitochondrial
P11980 Pyruvate kinase PKM 40 1,51 0,83
P50398 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 112 1,79 0,95
P50399 Rab GDP dissociation inhibitor beta 52 1,65 0,81
Q9JK11 Reticulon-4 39 SC Unica
Q5X173 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 327 1,36 0,96
P29315 Ribonuclease inhibitor 58 SP Unica
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P57760 Serine/threonine-protein kinase 16 110 SP Unica
P42346 Serine/threonine-protein kinase mTOR 52 SC Unica
P12346 Serotransferrin 1002 1,14 0,98
P02770 Serum albumin 7160 1,09 1,00
QIQWNS8 Spectrin beta chain_ non-erythrocytic 2 54 SP Unica
D3zVvU1l SprT-like domain-containing protein Spartan 72 SC Unica
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 125 1,07 0,65
G3V7P1 Syntaxin-12 92 SP Unica
Q63635 Syntaxin-6 91 SP Unica
Q5XHX6 Thioredoxin domain-containing protein 2 55 SP Unica
P01048 T-kininogen 1 55 SC Unica
P31232 Transgelin 9127 1,40 1,00
P50137 Transketolase 50 1,40 0,94
Q6IE14 Transmembrane protease serine 11B-like protein 106 SP nica
P02767 Transthyretin 216 SP Unica
P04692 Tropomyosin alpha-1 chain 736 1,19 0,90
Q63610 Tropomyosin alpha-3 chain 50 1,17 0,74
P09495 Tropomyosin alpha-4 chain 50 1,22 0,81
P58775 Tropomyosin beta chain 736 1,17 0,87
P27435 Tryptase 591 SP Unica
P68370 Tubulin alpha-1A chain 237 1,67 1,00
Q6P9V9 Tubulin alpha-1B chain 237 1,67 1,00
Q6AYZ1 Tubulin alpha-1C chain 237 1,68 1,00
Q68FR8 Tubulin alpha-3 chain 111 1,84 1,00
Q5XIF6 Tubulin alpha-4A chain 107 1,73 1,00
Q6AY56 Tubulin alpha-8 chain 46 2,20 1,00
P85108 Tubulin beta-2A chain 94 1,49 1,00
Q3KRES8 Tubulin beta-2B chain 94 1,49 1,00
Q4QRB4 Tubulin beta-3 chain 94 1,48 1,00
Q6PIT8 Tubulin beta-4B chain 467 1,48 1,00
P69897 Tubulin beta-5 chain 94 1,49 1,00
Q9EQTS Tubulointerstitial nephritis antigen-like 310 SP Unica
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 274 0,93 0,42
P62986 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 274 0,90 0,29
Q498R7 UPF0587 protein C1lorf123 homolog 79 SP Unica
Q6AY86 Vacuolar protein sorting-associated protein 26A 104 SP Unica
P31000 Vimentin 1733 1,23 1,00
Q5RKI0 WD repeat-containing protein 1 192 1,32 1,00
054975 Xaa-Pro aminopeptidase 1 107 SP Unica
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@ |dentificacdo das proteinas no banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org/).
b Proteinas de diferenca de expressdo significativas up regulation (verde) down regulation (vermelha) e
intermediarias.

¢ valor de p.
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Anexo 3 a. Proteinas identificas na aorta de ratos (SHR), Unica de cada grupos da

comparacdo TC x SC, com diferenca de expressdao (up regulation / down

regulation) e aquelas intermediarias que néo apresentaram diferenca de expressao.

a Access Protein Name Score | PRatio | “Valor
Number TC/SC | p>0,95
p<0,05

P26772 10 kDa heat shock protein_ mitochondrial 124 TC Unica
BOBNS56 28S ribosomal protein S31_ mitochondrial 262 TC Unica
Q7TP48 Adipocyte plasma membrane-associated protein 74 TC Unica
P17475 Alpha-1-antiproteinase 87 TC Gnica
Q78E60 Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 2 81 TC Gnica
Q701R3 Beta-galactoside alpha-2_6-sialyltransferase 2 84 TC Gnica
Q08290 Calponin-1 62 TC Gnica
P11442 Clathrin heavy chain 1 27 TC Unica
P56745 Claudin-1 133 TC Unica
Q62952 Dihydropyrimidinase-related protein 3 154 TC Gnica
Q9z1z3 Epsin-2 43 TC Unica
Q9ERW3 Fibroblast growth factor 13 84 TC Gnica
P50609 Fibromodulin 241 TC Unica
QI9WUH4 Four and a half LIM domains protein 1 573 TC Unica
P10860 Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial 113 TC Unica
P97879 Glutamate receptor-interacting protein 1 85 TC Unica
QOVGK3 Glycerate kinase 118 TC Unica
Q5I0D1 Glyoxalase domain-containing protein 4 57 TC Unica
Q63406 Guanine nucleotide exchange factor DBS 29 TC Unica
P01835 Ig kappa chain C region_ B allele 209 TC Unica
D4AD37 Inositol monophosphatase 3 95 TC Unica
Q566E5 KDEL motif-containing protein 2 131 TC Unica
035806 Latent-transforming growth factor beta-binding protein 2 66 TC Unica
Q5X107 Lipoma-preferred partner homolog 119 TC Unica
P42123 L-lactate dehydrogenase B chain 137 TC Unica
Q5BK54 Lymphocyte activation gene 3 protein 78 TC Unica
P08494 Matrix Gla protein 185 TC Unica
D3ZSK5 N-lysine methyltransferase SETD6 313 TC Unica
Q05982 Nucleoside diphosphate kinase A 283 TC Unica
P19804 Nucleoside diphosphate kinase B 256 TC Unica
Q66HS7 PDZ and LIM domain protein 3 56 TC Unica
008561 Phosphatidylinositol 4-kinase beta 26 TC Unica
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088422 Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 5 61 TC Unica
Q9ERSO Potassium channel subfamily K member 13 71 TC Unica
Q90QzQ5 Protein NOV homolog 253 TC Gnica
P83900 Rap guanine nucleotide exchange factor 5 132 TC Unica
16L9G5 Reticulocalbin-3 69 TC Unica
D3ZA76 Serine protease HTRA3 197 TC Unica
P57760 Serine/threonine-protein kinase 16 155 TC Unica
070142 SHC-transforming protein 2 86 TC Unica
QI9QWNS8 Spectrin beta chain_ non-erythrocytic 2 36 TC Unica
P17246 Transforming growth factor beta-1 proprotein 64 TC Unica
P46462 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 67 TC Unica
008700 Vacuolar protein sorting-associated protein 45 128 TC Unica
P35213 14-3-3 protein beta/alpha 164 SC Unica
P62260 14-3-3 protein epsilon 148 SC Gnica
P68511 14-3-3 protein eta 63 SC Gnica
P61983 14-3-3 protein gamma 53 SC Unica
P68255 14-3-3 protein theta 164 SC Gnica
P11884 Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial 90 SC Gnica
P80299 Bifunctional epoxide hydrolase 2 47 SC Unica
P85125 Caveolae-associated protein 1 150 SC Gnica
Q4V8E4 Cilia- and flagella-associated protein 36 83 SC Gnica
Q68FY0 Cytochrome b-c1 complex subunit 1_ mitochondrial 160 SC Gnica
Q01129 Decorin 150 SC Gnica
055096 Dipeptidyl peptidase 3 45 SC Unica
Q91XQ4 DNA-directed RNA polymerase 11 subunit GRINL1A 69 SC Unica
Q62862 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 5 67 SC Unica
Q5EZT72 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family 42 SC Unica
member 7
Q68FU3 Electron transfer flavoprotein subunit beta 536 SC Unica
Q66H04 F-box only protein 43 68 SC Unica
P09117 Fructose-bisphosphate aldolase C 79 SC Unica
P13255 Glycine N-methyltransferase 44 SC Unica
Q5XHZ0 Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial 47 SC Unica
Q00715 Histone H2B type 1 122 SC Unica
ABYP92 Homeobox protein ARX 33 SC Unica
P20759 Ig gamma-1 chain C region 31 SC Unica
Q6IE24 Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 54 36 SC Unica
Q99J82 Integrin-linked protein kinase 75 SC Unica
P18588 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 61 SC Unica




115

P15800 Laminin subunit beta-2 47 SC Unica
Q5U2U7 MRNA cap guanine-N7 methyltransferase 99 SC Unica
ATE3N2 Neutrophil cytosol factor 2 52 SC Unica

P16617 Phosphoglycerate kinase 1 73 SC Unica

P11506 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 71 SC Unica
088767 Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 229 SC Unica

P50398 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 112 SC Unica

P42346 Serine/threonine-protein kinase mTOR 52 SC Unica

P01048 T-kininogen 1 55 SC Unica

P50137 Transketolase 50 SC Unica

P68035 Actin_ alpha cardiac muscle 1 5542 1,32 1

P63269 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 5534 1,32

P47853 Biglycan 227 1,57 1

P06761 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 248 1,34 1

P70490 Lactadherin 112 3,16 1
Q6AY56 Tubulin alpha-8 chain 46 1,86 1
Q9JLTO Myosin-10 71 1,31 0,98

P21807 Peripherin 195 1,38 0,95
Q6AYZ1 Tubulin alpha-1C chain 237 1,15 0,95

P01026 Complement C3 57 1,43 0,94

P48675 Desmin 467 1,13 0,94

P16636 Protein-lysine 6-oxidase V=2 251 1,42 0,94
Q68FR8 Tubulin alpha-3 chain 111 1,23 0,93

P58775 Tropomyosin beta chain 736 1,20 0,92

P06762 Heme oxygenase 1 60 1,54 0,89
Q62736 Non-muscle caldesmon 274 1,39 0,89

P68370 Tubulin alpha-1A chain 237 1,14 0,89
Q5XIF6 Tubulin alpha-4A chain 107 1,19 0,89
Q6P9V9 Tubulin alpha-1B chain 237 1,12 0,87

P01836 Ig kappa chain C region_ A allele 701 1,25 0,86

P23565 Alpha-internexin 69 1,20 0,85

P20761 Ig gamma-2B chain C region 130 1,19 0,85
Q63598 Plastin-3 90 1,52 0,85

P11762 Galectin-1 260 1,22 0,84

P07943 Aldose reductase OS=Rattus norvegicus 254 1,21 0,83
Q5XI173 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 327 1,19 0,83

P04692 Tropomyosin alpha-1 chain 736 1,19 0,83

P12839 Neurofilament medium polypeptide 79 1,12 0,81

P14668 Annexin A5 145 1,15 0,8
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P18666 Myosin regulatory light chain 12B 975 1,13 0,79
P13832 Myosin regulatory light chain RLC-A 975 1,11 0,78
Q61G00 Keratin_ type Il cytoskeletal 4 52 1,72 0,77
P04764 Alpha-enolase 138 1,16 0,75
P63102 14-3-3 protein zeta/delta 142 1,17 0,74
P07150 Annexin Al 94 1,20 0,74
P11598 Protein disulfide-isomerase A3 100 1,22 0,74
088989 Malate dehydrogenase_ cytoplasmic 103 1,23 0,73
P47819 Glial fibrillary acidic protein 52 1,43 0,72
Q61G05 Keratin_ type Il cytoskeletal 75 76 1,31 0,71
E9PU28 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 79 1,54 0,7
P09495 Tropomyosin alpha-4 chain 50 1,27 0,7
P25113 Phosphoglycerate mutase 1 276 1,25 0,68
Q3KRES8 Tubulin beta-2B chain 94 1,05 0,68
P14480 Fibrinogen beta chain 941 1,05 0,67
D3zvUl SprT-like domain-containing protein Spartan 72 1,13 0,67
P05065 Fructose-bisphosphate aldolase A 202 1,07 0,66
Q6P6Q2 Keratin_ type Il cytoskeletal 5 76 1,16 0,66
Q63610 Tropomyosin alpha-3 chain 50 1,21 0,66
P69897 Tubulin beta-5 chain 94 1,03 0,66
Q4QRB4 Tubulin beta-3 chain 94 1,04 0,65
P08010 Glutathione S-transferase Mu 2 217 1,14 0,64
P55063 Heat shock 70 kDa protein 1-like 597 1,03 0,64
P85108 Tubulin beta-2A chain 94 1,04 0,64
Q61G12 Keratin_ type Il cytoskeletal 7 193 1,09 0,63
Q4FZU2 Keratin_ type Il cytoskeletal 6A 76 1,17 0,61
Q62812 Myosin-9 68 1,03 0,6
P11980 Pyruvate kinase PKM 40 1,12 0,59
P62632 Elongation factor 1-alpha 2 51 1,28 0,58
P31232 Transgelin 9127 1,02 0,58
P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 106 1,17 0,56
Q6PIT8 Tubulin beta-4B chain 467 1,01 0,56
P56574 Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial 74 1,20 0,55
P48037 Annexin A6 120 0,99 0,52
P15999 ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial 175 1,04 0,52
Q10758 Keratin_ type 1l cytoskeletal 8 193 1,04 0,52
P85973 Purine nucleoside phosphorylase 155 0,98 0,5
P14659 Heat shock-related 70 kDa protein 2 691 0,99 0,49
P20059 Hemopexin 409 0,99 0,46
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P62630 Elongation factor 1-alpha 1 298 0,98 0,45
P70623 Fatty acid-binding protein_ adipocyte 436 0,94 0,4
P16409 Myosin light chain 3 787 0,95 0,4
P45592 Cofilin-1 297 0,96 0,38
P04636 Malate dehydrogenase_ mitochondrial 346 0,90 0,38
P04906 Glutathione S-transferase P 114 0,81 0,35
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 125 0,78 0,34
P63018 Heat shock cognate 71 kDa protein 852 0,96 0,33
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 274 0,82 0,31
P06399 Fibrinogen alpha chain 112 0,90 0,3
Q63429 Polyubiquitin-C 274 0,84 0,3
Q9JK11 Reticulon-4 39 0,27 0,3
Q08163 Adenylyl cyclase-associated protein 1 165 0,90 0,28
Q9ER34 Aconitate hydratase_ mitochondrial 83 0,86 0,27
P24090 Alpha-2-HS-glycoprotein 275 0,77 0,27
Q9WVHS8 Fibulin-5 52 0,97 0,27
POCG51 Polyubiquitin-B 274 0,84 0,25
Q07936 Annexin A2 474 0,88 0,24
P62986 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 2 274 0,83 0,24
P02680 Fibrinogen gamma chain 682 0,90 0,23
PODMW1 Heat shock 70 kDa protein 1B 845 0,92 0,23
P02600 Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform 809 0,88 0,23
P31000 Vimentin 1733 0,96 0,21
P15650 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_ mitochondrial 93 0,84 0,18
P13437 3-ketoacyl-CoA thiolase_ mitochondrial 85 0,58 0,15
Q5RKI0 WD repeat-containing protein 1 192 0,89 0,15
Q66HDO Endoplasmin 51 0,50 0,14
P12346 Serotransferrin 1002 0,90 0,13
P62963 Profilin-1 3064 0,90 0,11
PODMWO Heat shock 70 kDa protein 1A 849 0,86 0,1
Q90QXQ0 Alpha-actinin-4 431 0,88 0,08
Q4V8H8 EH domain-containing protein 2 225 0,61 0,06
P10719 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 87 0,84 0,05
P47875 Cysteine and glycine-rich protein 1 1148 0,84 0,04
Q7MOE3 Destrin 1706 0,81 0,04
P02454 Collagen alpha-1(l) chain 47 0,63 0,03
P06866 Haptoglobin 335 0,76 0,03
P50399 Rab GDP dissociation inhibitor beta 52 0,23 0,01
68136 Actin_ alpha skeletal muscle 5242 0,84 0
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P62738 Actin_ aortic smooth muscle 5534 0,87 0
P60711 Actin_ cytoplasmic 1 4354 0,77 0
P63259 Actin_ cytoplasmic 2 4358 0,77 0
Q9z1P2 Alpha-actinin-1 719 0,78 0
P36201 Cysteine-rich protein 2 176 0,55 0
P04797 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1896 0,65 0
P42930 Heat shock protein beta-1 848 0,76 0
P01946 Hemoglobin subunit alpha-1/2 14931 0,43 0
P02091 Hemoglobin subunit beta-1 10419 0,32 0
P11517 Hemoglobin subunit beta-2 3388 0,32 0
P20760 Ig gamma-2A chain C region 643 0,68 0
P51886 Lumican 1267 0,45 0
Q64119 Myosin light polypeptide 6 13395 0,79 0
Q64122 Myosin regulatory light polypeptide 9 4053 0,74 0
P10111 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 1750 0,72 0
P02770 Serum albumin 7160 0,74 0

2 |dentificagdo das proteinas no banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org/).

b Proteinas de diferenca de expressdo significativas up regulation (verde) down

intermediarias.

¢ valor de p.

regulation (vermelha) e
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Anexo 3 b. Proteinas identificas na aorta de ratos (SHR), Unica de cada grupos da

comparacdo TC x SC, com diferenca de expressdo (up regulation / down

regulation) e aquelas intermediérias que ndo apresentaram diferenca de expressao

(Em ordem alfabética).

a Access Protein Name Score | PRatio | “Valor
Number TC/SC | p>0,95
p<0,05
P26772 10 kDa heat shock protein_ mitochondrial 124 TC Unica
P35213 14-3-3 protein beta/alpha 164 SC Unica
P62260 14-3-3 protein epsilon 148 SC Gnica
P68511 14-3-3 protein eta 63 SC Gnica
P61983 14-3-3 protein gamma 53 SC Gnica
P68255 14-3-3 protein theta 164 SC Unica
P63102 14-3-3 protein zeta/delta 142 1,17 0,74
BOBN56 28S ribosomal protein S31_ mitochondrial 262 TC Unica
P13437 3-ketoacyl-CoA thiolase_ mitochondrial 85 0,58 0,15
Q9ER34 Aconitate hydratase_ mitochondrial 83 0,86 0,27
P68035 Actin_ alpha cardiac muscle 1 5542 1,32 1
68136 Actin_ alpha skeletal muscle 5242 0,84 0
P62738 Actin_ aortic smooth muscle 5534 0,87 0
P60711 Actin_ cytoplasmic 1 4354 0,77 0
P63259 Actin_ cytoplasmic 2 4358 0,77 0
P63269 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 5534 1,32 1
Q08163 Adenylyl cyclase-associated protein 1 165 0,90 0,28
Q7TP48 Adipocyte plasma membrane-associated protein 74 TC Gnica
P11884 Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial 90 SC Gnica
P07943 Aldose reductase OS=Rattus norvegicus 254 1,21 0,83
P17475 Alpha-1-antiproteinase 87 TC Gnica
P24090 Alpha-2-HS-glycoprotein 275 0,77 0,27
Q9z1P2 Alpha-actinin-1 719 0,78 0
Q9QXQ0 Alpha-actinin-4 431 0,88 0,08
P04764 Alpha-enolase 138 1,16 0,75
P23565 Alpha-internexin 69 1,20 0,85
P07150 Annexin Al 94 1,20 0,74
Q07936 Annexin A2 474 0,88 0,24
P14668 Annexin A5 145 1,15 0,8
P48037 Annexin A6 120 0,99 0,52
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Q78E60 Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 2 81 TC Unica
P15999 ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial 175 1,04 0,52
P10719 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 87 0,84 0,05
Q701R3 Beta-galactoside alpha-2_6-sialyltransferase 2 84 TC Unica
P80299 Bifunctional epoxide hydrolase 2 47 SC Unica
P47853 Biglycan 227 1,57 1
Q08290 Calponin-1 62 TC Unica
P85125 Caveolae-associated protein 1 150 SC Unica
Q4V8E4 Cilia- and flagella-associated protein 36 83 SC Unica
P11442 Clathrin heavy chain 1 27 TC Unica
P56745 Claudin-1 133 TC Unica
P45592 Cofilin-1 297 0,96 0,38
P02454 Collagen alpha-1(l) chain 47 0,63 0,03
P01026 Complement C3 57 1,43 0,94
P47875 Cysteine and glycine-rich protein 1 1148 0,84 0,04
P36201 Cysteine-rich protein 2 176 0,55 0
Q68FY0 Cytochrome b-c1 complex subunit 1_ mitochondrial 160 SC Gnica
Q01129 Decorin 150 SC Gnica
P48675 Desmin 467 1,13 0,94
Q7MOE3 Destrin 1706 0,81 0,04
Q62952 Dihydropyrimidinase-related protein 3 154 TC Gnica
055096 Dipeptidyl peptidase 3 45 SC Gnica
Q91XQ4 DNA-directed RNA polymerase Il subunit GRINL1A 69 SC Gnica
Q62862 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 5 67 SC Unica
Q5EZT72 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family 42 SC Unica
member 7
Q4V8H8 EH domain-containing protein 2 225 0,61 0,06
Q68FU3 Electron transfer flavoprotein subunit beta 536 SC Unica
P62630 Elongation factor 1-alpha 1 298 0,98 0,45
P62632 Elongation factor 1-alpha 2 51 1,28 0,58
P06761 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 248 1,34 1
Q66HDO Endoplasmin 51 0,50 0,14
Q97173 Epsin-2 43 TC Unica
P70623 Fatty acid-binding protein_ adipocyte 436 0,94 0,4
Q66H04 F-box only protein 43 68 SC Unica
P06399 Fibrinogen alpha chain 112 0,90 0,3
P14480 Fibrinogen beta chain 941 1,05 0,67
P02680 Fibrinogen gamma chain 682 0,90 0,23
Q9ERW3 Fibroblast growth factor 13 84 TC Unica
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P50609 Fibromodulin 241 TC Unica
Q9WVHS Fibulin-5 52 0,97 0,27
Q9WUH4 Four and a half LIM domains protein 1 573 TC Unica

P05065 Fructose-bisphosphate aldolase A 202 1,07 0,66

P09117 Fructose-bisphosphate aldolase C 79 SC Unica

P11762 Galectin-1 260 1,22 0,84

P47819 Glial fibrillary acidic protein 52 1,43 0,72

P10860 Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial 113 TC Unica

P97879 Glutamate receptor-interacting protein 1 85 TC Unica

P08010 Glutathione S-transferase Mu 2 217 1,14 0,64

P04906 Glutathione S-transferase P 114 0,81 0,35

P04797 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1896 0,65 0
QOVGK3 Glycerate kinase 118 TC Unica

P13255 Glycine N-methyltransferase 44 SC Gnica

Q510D1 Glyoxalase domain-containing protein 4 57 TC Gnica

Q63406 Guanine nucleotide exchange factor DBS 29 TC Unica

P06866 Haptoglobin 335 0,76 0,03
PODMWO Heat shock 70 kDa protein 1A 849 0,86 0,1
PODMW1 Heat shock 70 kDa protein 1B 845 0,92 0,23

P55063 Heat shock 70 kDa protein 1-like 597 1,03 0,64

P63018 Heat shock cognate 71 kDa protein 852 0,96 0,33
Q5XHZ0 Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial 47 SC Gnica

P42930 Heat shock protein beta-1 848 0,76 0

P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 106 1,17 0,56

P14659 Heat shock-related 70 kDa protein 2 691 0,99 0,49

P06762 Heme oxygenase 1 60 1,54 0,89

P01946 Hemoglobin subunit alpha-1/2 14931 0,43 0

P02091 Hemoglobin subunit beta-1 10419 0,32 0

P11517 Hemoglobin subunit beta-2 3388 0,32 0

P20059 Hemopexin 409 0,99 0,46

Q00715 Histone H2B type 1 122 SC Unica

ABYP92 Homeobox protein ARX 33 SsC Unica

P20759 Ig gamma-1 chain C region 31 SC Unica

P20760 Ig gamma-2A chain C region 643 0,68 0

P20761 Ig gamma-2B chain C region 130 1,19 0,85

P01836 Ig kappa chain C region_ A allele 701 1,25 0,86

P01835 Ig kappa chain C region_ B allele 209 TC Unica

Q6IE24 Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 54 36 SC Unica

E9PU28 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 79 1,54 0,7
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D4AD37 Inositol monophosphatase 3 95 TC Unica
Q9982 Integrin-linked protein kinase 75 SC Unica
P18588 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 61 SC Unica
P56574 Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial 74 1,20 0,55
Q566E5 KDEL motif-containing protein 2 131 TC Unica
Q61G00 Keratin_ type Il cytoskeletal 4 52 1,72 0,77
Q6P6Q2 Keratin_ type Il cytoskeletal 5 76 1,16 0,66
Q4FZU2 Keratin_ type Il cytoskeletal 6A 76 1,17 0,61
Q61G12 Keratin_ type Il cytoskeletal 7 193 1,09 0,63
Q61G05 Keratin_ type Il cytoskeletal 75 76 1,31 0,71
Q10758 Keratin_ type Il cytoskeletal 8 193 1,04 0,52
P70490 Lactadherin 112 3,16 1
P15800 Laminin subunit beta-2 47 SC Unica
035806 Latent-transforming growth factor beta-binding protein 2 66 TC Gnica
Q5XI107 Lipoma-preferred partner homolog 119 TC Gnica
P42123 L-lactate dehydrogenase B chain 137 TC Unica
P15650 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_ mitochondrial 93 0,84 0,18
P51886 Lumican 1267 0,45 0
Q5BK54 Lymphocyte activation gene 3 protein 78 TC Unica
088989 Malate dehydrogenase_ cytoplasmic 103 1,23 0,73
P04636 Malate dehydrogenase_ mitochondrial 346 0,90 0,38
P08494 Matrix Gla protein 185 TC Gnica
Q5U2uU7 MRNA cap guanine-N7 methyltransferase 99 SC Gnica
P02600 Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform 809 0,88 0,23
P16409 Myosin light chain 3 787 0,95 0,4
Q64119 Myosin light polypeptide 6 13395 0,79 0
P18666 Myosin regulatory light chain 12B 975 1,13 0,79
P13832 Myosin regulatory light chain RLC-A 975 1,11 0,78
Q64122 Myosin regulatory light polypeptide 9 4053 0,74 0
Q9JLTO Myosin-10 71 1,31 0,98
Q62812 Myosin-9 68 1,03 0,6
P12839 Neurofilament medium polypeptide 79 1,12 0,81
A7TE3N2 Neutrophil cytosol factor 2 52 SC Unica
D3ZSK5 N-lysine methyltransferase SETD6 313 TC Unica
Q62736 Non-muscle caldesmon 274 1,39 0,89
Q05982 Nucleoside diphosphate kinase A 283 TC Unica
P19804 Nucleoside diphosphate kinase B 256 TC Unica
Q66HS7 PDZ and LIM domain protein 3 56 TC Unica
P10111 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 1750 0,72 0
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P21807 Peripherin 195 1,38 0,95
008561 Phosphatidylinositol 4-kinase beta 26 TC Unica
P16617 Phosphoglycerate kinase 1 73 SC Unica
P25113 Phosphoglycerate mutase 1 276 1,25 0,68
P11506 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 71 SC Unica
Q63598 Plastin-3 90 1,52 0,85
088422 Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 5 61 TC Unica
POCG51 Polyubiquitin-B 274 0,84 0,25
Q63429 Polyubiquitin-C 274 0,84 0,3
Q9ERSO Potassium channel subfamily K member 13 71 TC Unica
P62963 Profilin-1 3064 0,90 0,11
P11598 Protein disulfide-isomerase A3 100 1,22 0,74
Q9QzQ5 Protein NOV homolog 253 TC Unica
088767 Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 229 SC Gnica
P16636 Protein-lysine 6-oxidase V=2 251 1,42 0,94
P85973 Purine nucleoside phosphorylase 155 0,98 0,5
P11980 Pyruvate kinase PKM 40 1,12 0,59
P50398 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 112 SC Gnica
P50399 Rab GDP dissociation inhibitor beta 52 0,23 0,01
P83900 Rap guanine nucleotide exchange factor 5 132 TC Gnica
16L9G5 Reticulocalbin-3 69 TC Unica
QIJK11 Reticulon-4 39 0,27 0,3
Q5XI173 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 327 1,19 0,83
D3ZAT76 Serine protease HTRA3 197 TC Unica
P57760 Serine/threonine-protein kinase 16 155 TC Unica
P42346 Serine/threonine-protein kinase mTOR 52 SC Unica
P12346 Serotransferrin 1002 0,90 0,13
P02770 Serum albumin 7160 0,74 0
070142 SHC-transforming protein 2 86 TC Unica
QIQWNS8 Spectrin beta chain_ non-erythrocytic 2 36 TC Unica
D3zvU1l SprT-like domain-containing protein Spartan 72 1,13 0,67
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 125 0,78 0,34
P01048 T-kininogen 1 55 SC Unica
P17246 Transforming growth factor beta-1 proprotein 64 TC Unica
P31232 Transgelin 9127 1,02 0,58
P46462 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 67 TC Unica
P50137 Transketolase 50 SC Unica
P04692 Tropomyosin alpha-1 chain 736 1,19 0,83
Q63610 Tropomyosin alpha-3 chain 50 1,21 0,66
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P09495 Tropomyosin alpha-4 chain 50 1,27 0,7
P58775 Tropomyosin beta chain 736 1,20 0,92
P68370 Tubulin alpha-1A chain 237 1,14 0,89
Q6PI9VI Tubulin alpha-1B chain 237 1,12 0,87
Q6AYZ1 Tubulin alpha-1C chain 237 1,15 0,95
QG68FR8 Tubulin alpha-3 chain 111 1,23 0,93
Q5XIF6 Tubulin alpha-4A chain 107 1,19 0,89
Q6AY56 Tubulin alpha-8 chain 46 1,86 1
P85108 Tubulin beta-2A chain 94 1,04 0,64
Q3KRE8 Tubulin beta-2B chain 94 1,05 0,68
Q4QRB4 Tubulin beta-3 chain 94 1,04 0,65
Q6PIT8 Tubulin beta-4B chain 467 1,01 0,56
P69897 Tubulin beta-5 chain 94 1,03 0,66
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 274 0,82 0,31
P62986 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 2 274 0,83 0,24
008700 Vacuolar protein sorting-associated protein 45 128 TC Unica
P31000 Vimentin 1733 0,96 0,21
Q5RKIO0 WD repeat-containing protein 1 192 0,89 0,15

2 |dentificacdo das proteinas no banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org/).

b Proteinas de diferenca de expressdo significativas up regulation (verde) down

intermediarias.

¢ valor de p.

regulation (vermelha) e
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Anexo 4 a. Proteinas identificas na aorta de ratos (SHR), Unica de cada grupo
da comparacdo TP x SC, com diferenca de expressao (up regulation / down

regulation) e aquelas intermedidrias que ndo apresentaram diferenca de

expresséo.
2 Access Protein Name Score bRatio | “Valores
Number TP/SC | p>0,95
p<0,05
Q5X178 2-oxoglutarate dehydrogenase_ mitochondrial 77 TP Unica
P17764 Acetyl-CoA acetyltransferase_ mitochondrial 70 TP Unica
P55260 Annexin A4 86 TP Unica
Q6AYN9 Coiled-coil domain-containing protein 181 128 TP nica
Q4KMA4T7 Cyclin-dependent kinase 10 116 TP Unica
P11240 Cytochrome c oxidase subunit 5A_ mitochondrial 75 TP Unica
P10818 Cytochrome c oxidase subunit 6A1_ mitochondrial 859 TP Unica
P05182 Cytochrome P450 2E1 99 TP Unica
Q62952 Dihydropyrimidinase-related protein 3 87 TP Unica
P13803 Electron transfer flavoprotein subunit alpha_ mitochondrial 229 TP Unica
Q3B8Q2 Eukaryotic initiation factor 4A-I11 78 TP Unica
Q5EIC4 Interferon regulatory factor 2-binding protein-like 90 TP Unica
P51607 N-acylglucosamine 2-epimerase 106 TP Unica
Q05982 Nucleoside diphosphate kinase A 294 TP Unica
P19804 Nucleoside diphosphate kinase B 280 TP Unica
P52944 PDZ and LIM domain protein 1 107 TP Gnica
Q66HS7 PDZ and LIM domain protein 3 102 TP Gnica
008617 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase R 53 TP Gnica
P35213 14-3-3 protein beta/alpha 164 SC Gnica
P62260 14-3-3 protein epsilon 148 SC Gnica
P68511 14-3-3 protein eta 63 SC Gnica
P61983 14-3-3 protein gamma 53 SC Gnica
P68255 14-3-3 protein theta 164 SC Unica
P07150 Annexin Al 94 SC Unica
P80299 Bifunctional epoxide hydrolase 2 47 SC Unica
P85125 Caveolae-associated protein 1 150 SC Unica
Q4V8E4 Cilia- and flagella-associated protein 36 83 SC Unica
Q01129 Decorin 150 SC Unica
055096 Dipeptidyl peptidase 3 45 SC Unica
Q91XQ4 DNA-directed RNA polymerase 11 subunit GRINL1A 69 SC Unica
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Q62862 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 5 67 SC Unica
Q5EZT72 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family 42 SC Unica
member 7
P62632 Elongation factor 1-alpha 2 51 SC Unica
Q66HDO Endoplasmin 51 SC Unica
Q66H04 F-box only protein 43 68 SC Unica
P06399 Fibrinogen alpha chain 112 SC Unica
P47819 Glial fibrillary acidic protein 52 SC Unica
P04906 Glutathione S-transferase P 114 SC Unica
P13255 Glycine N-methyltransferase 44 SC Unica
Q5XHZ0 Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial 47 SC nica
P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 106 SC nica
P06762 Heme oxygenase 1 60 SC Unica
Q00715 Histone H2B type 1 122 SC Unica
ABYP92 Homeobox protein ARX 33 SC Unica
P20759 Ig gamma-1 chain C region 31 SC Unica
P20761 Ig gamma-2B chain C region 130 SC Unica
P01836 Ig kappa chain C region_ A allele 701 SC Unica
Q61E24 Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 54 36 SC Unica
E9PU28 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 79 SC Unica
Q99J82 Integrin-linked protein kinase 75 SC Gnica
P18588 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 61 SC Unica
P56574 Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial 74 SC Unica
Q61G00 Keratin_ type Il cytoskeletal 4 52 SC Unica
Q6P6Q2 Keratin_ type Il cytoskeletal 5 76 SC Unica
Q4FzU2 Keratin_ type Il cytoskeletal 6A 76 SC Unica
Q61G05 Keratin_ type Il cytoskeletal 75 76 SC Unica
P70490 Lactadherin 112 SC Unica
P15800 Laminin subunit beta-2 47 SC Unica
Q5U2U7 MRNA cap guanine-N7 methyltransferase 99 SC Unica
A7TE3N2 Neutrophil cytosol factor 2 52 SC Unica
P16617 Phosphoglycerate kinase 1 73 SC Unica
P25113 Phosphoglycerate mutase 1 276 SC Unica
P11506 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 71 SC Unica
Q63598 Plastin-3 90 SC Unica
POCG51 Polyubiquitin-B 274 SC Unica
Q63429 Polyubiquitin-C 274 SC Unica
088767 Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 229 SC Unica
P11980 Pyruvate kinase PKM 40 SC Unica
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P50398 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 112 SC Unica
P50399 Rab GDP dissociation inhibitor beta 52 SC Unica
Q9JK11 Reticulon-4 39 SC nica
P42346 Serine/threonine-protein kinase mTOR 52 SC Unica
D3zZvU1 SprT-like domain-containing protein Spartan 72 SC Unica
P01048 T-kininogen 1 55 SC Unica
Q63610 Tropomyosin alpha-3 chain 50 SC Unica
P09495 Tropomyosin alpha-4 chain 50 SC Unica
Q6AY56 Tubulin alpha-8 chain 46 SC Unica
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 274 SC Unica
P62986 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 274 SC Unica
Q9ER34 Aconitate hydratase_ mitochondrial 83 2,01 1
P70623 Fatty acid-binding protein_ adipocyte 436 2,03 1
P15650 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_ mitochondrial 93 2,10 1
Q68FY0 Cytochrome b-c1 complex subunit 1_ mitochondrial 160 2,32 0,91
P50137 Transketolase 50 1,34 0,84
P04636 Malate dehydrogenase_ mitochondrial 346 1,31 0,82
P13437 3-ketoacyl-CoA thiolase_ mitochondrial 85 1,58 0,8
P10719 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 87 1,07 0,74
P12839 Neurofilament medium polypeptide 79 1,08 0,7
P04764 Alpha-enolase 138 1,27 0,68
Q6AYZ1 Tubulin alpha-1C chain 237 1,05 0,67
P05065 Fructose-bisphosphate aldolase A 202 1,09 0,66
P68370 Tubulin alpha-1A chain 237 1,03 0,61
P23565 Alpha-internexin 69 1,09 0,6
Q62736 Non-muscle caldesmon 274 1,07 0,59
P62963 Profilin-1 3064 1,03 0,57
Q6P9V9 Tubulin alpha-1B chain 237 1,01 0,53
Q07936 Annexin A2 474 1,02 0,51
Q3KRES8 Tubulin beta-2B chain 94 0,99 0,5
P58775 Tropomyosin beta chain 736 0,97 0,49
P48675 Desmin 467 0,99 0,46
P24090 Alpha-2-HS-glycoprotein 275 0,95 0,45
Q5XI73 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 327 0,99 0,45
P36201 Cysteine-rich protein 2 176 0,93 0,44
P09117 Fructose-bisphosphate aldolase C 79 0,82 0,44
P85108 Tubulin beta-2A chain 94 0,99 0,44
088989 Malate dehydrogenase_ cytoplasmic 103 0,85 0,42
P45592 Cofilin-1 297 0,92 0,41
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Q68FU3 Electron transfer flavoprotein subunit beta 536 0,95 0,4
P16636 Protein-lysine 6-oxidase 251 0,92 0,39
Q61G12 Keratin_ type Il cytoskeletal 7 193 0,82 0,36
P85973 Purine nucleoside phosphorylase 155 0,87 0,36
P08010 Glutathione S-transferase Mu 2 217 0,78 0,34
P69897 Tubulin beta-5 chain 94 0,96 0,33
Q6PIT8 Tubulin beta-4B chain 467 0,92 0,32
Q10758 Keratin_ type Il cytoskeletal 8 193 0,76 0,31
P11598 Protein disulfide-isomerase A3 100 0,86 0,31
P47853 Biglycan 227 0,87 0,28
P04692 Tropomyosin alpha-1 chain 736 0,89 0,28
P01026 Complement C3 57 0,74 0,26
P07943 Aldose reductase 254 0,80 0,25
P06761 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 248 0,84 0,24
Q62812 Myosin-9 68 0,90 0,24
P21807 Peripherin 195 0,79 0,22
P11884 Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial 90 0,66 0,19
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 125 0,62 0,17
P14659 Heat shock-related 70 kDa protein 2 691 0,89 0,16
P48037 Annexin A6 120 0,71 0,15
Q4QRB4 Tubulin beta-3 chain 94 0,88 0,15
P14668 Annexin A5 145 0,66 0,14
P11762 Galectin-1 260 0,74 0,14
P62630 Elongation factor 1-alpha 1 298 0,77 0,13
P15999 ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial 175 0,71 0,12
Q9JLTO Myosin-10 71 0,72 0,12
Q5XIF6 Tubulin alpha-4A chain 107 0,79 0,12
P18666 Myosin regulatory light chain 12B 975 0,81 0,11
Q68FR8 Tubulin alpha-3 chain 111 0,76 0,11
P55063 Heat shock 70 kDa protein 1-like 597 0,74 0,1
P02454 Collagen alpha-1(1) chain 47 0,70 0,08
P02600 Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform 809 0,73 0,08
P13832 Myosin regulatory light chain RLC-A 975 0,77 0,07
Q5RKIO0 WD repeat-containing protein 1 192 0,77 0,07
P16409 Myosin light chain 3 787 0,69 0,06
Q90QXQ0 Alpha-actinin-4 431 0,79 0,05
P63102 14-3-3 protein zeta/delta 142 0,51 0,04
Q08163 Adenylyl cyclase-associated protein 1 165 0,66 0,04
P06866 Haptoglobin 335 0,53 0,04
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P42930 Heat shock protein beta-1 848 0,82 0,04
Q64122 Myosin regulatory light polypeptide 9 4053 0,76 0,04
P47875 Cysteine and glycine-rich protein 1 1148 0,80 0,03
Q7MOE3 Destrin 1706 0,75 0,03
P02680 Fibrinogen gamma chain 682 0,45 0,02
PODMW1 Heat shock 70 kDa protein 1B 845 0,76 0,02
P63018 Heat shock cognate 71 kDa protein 852 0,83 0,02
Q9z1P2 Alpha-actinin-1 719 0,82 0,01
Q4V8H8 EH domain-containing protein 2 225 0,64 0,01
P04797 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1896 0,76 0,01
PODMWO Heat shock 70 kDa protein 1A 849 0,74 0,01
P68035 Actin_ alpha cardiac muscle 1 5542 0,55 0
P68136 Actin_ alpha skeletal muscle 5242 0,52 0
P62738 Actin_ aortic smooth muscle 5534 0,76 0
P60711 Actin_ cytoplasmic 1 4354 0,84 0
P63259 Actin_ cytoplasmic 2 4358 0,83 0
P63269 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 5534 0,55 0
P14480 Fibrinogen beta chain 941 0,62 0
Q9WVHS8 Fibulin-5 52 0,59 0
P01946 Hemoglobin subunit alpha-1/2 14931 0,70 0
P02091 Hemoglobin subunit beta-1 10419 0,57 0
P11517 Hemoglobin subunit beta-2 3388 0,54 0
P20059 Hemopexin 409 0,50 0
P20760 Ig gamma-2A chain C region 643 0,61 0
P51886 Lumican 1267 0,63 0
Q64119 Myosin light polypeptide 6 13395 0,83 0
P10111 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 1750 0,64 0
P12346 Serotransferrin 1002 0,65 0
P02770 Serum albumin 7160 0,59 0
P31232 Transgelin 9127 0,45 0
P31000 Vimentin 1733 0,81 0

2 |dentificagdo das proteinas no banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org/).

b Proteinas de diferenca de expressdo significativas up regulation (verde) down regulation (vermelha) e

intermediérias.

¢ valor de p.
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Anexo 4 b. Proteinas identificas na aorta de ratos (SHR), Unica de cada grupo

da comparacdo TP x SC, com diferenca de expressao (up regulation / down

regulation) e aquelas intermedidrias que ndo apresentaram diferenca de

expressao (Em ordem alfabética).

2 Access Protein Name Score bRatio | “Valores
Number TP/SC | p>0,95
p<0,05
P35213 14-3-3 protein beta/alpha 164 SC Unica
P62260 14-3-3 protein epsilon 148 SC Unica
P68511 14-3-3 protein eta 63 SC nica
P61983 14-3-3 protein gamma 53 SC nica
P68255 14-3-3 protein theta 164 SC Unica
P63102 14-3-3 protein zeta/delta 142 0,51 0,04
Q5X178 2-oxoglutarate dehydrogenase_ mitochondrial 77 TP Unica
P13437 3-ketoacyl-CoA thiolase_ mitochondrial 85 1,58 0,8
P17764 Acetyl-CoA acetyltransferase_ mitochondrial 70 TP Unica
Q9ER34 Aconitate hydratase_ mitochondrial 83 2,01 1
P68035 Actin_ alpha cardiac muscle 1 5542 0,55 0
P68136 Actin_ alpha skeletal muscle 5242 0,52 0
P62738 Actin_ aortic smooth muscle 5534 0,76 0
P60711 Actin_ cytoplasmic 1 4354 0,84 0
P63259 Actin_ cytoplasmic 2 4358 0,83 0
P63269 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 5534 0,55 0
Q08163 Adenylyl cyclase-associated protein 1 165 0,66 0,04
P11884 Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial 90 0,66 0,19
P07943 Aldose reductase 254 0,80 0,25
P24090 Alpha-2-HS-glycoprotein 275 0,95 0,45
Q9Z1P2 Alpha-actinin-1 719 0,82 0,01
Q9QXQ0 Alpha-actinin-4 431 0,79 0,05
P04764 Alpha-enolase 138 1,27 0,68
P23565 Alpha-internexin 69 1,09 0,6
P07150 Annexin Al 94 SC Unica
Q07936 Annexin A2 474 1,02 0,51
P55260 Annexin A4 86 TP Unica
P14668 Annexin A5 145 0,66 0,14
P48037 Annexin A6 120 0,71 0,15
P15999 ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial 175 0,71 0,12
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P10719 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 87 1,07 0,74
P80299 Bifunctional epoxide hydrolase 2 47 SC Unica
P47853 Biglycan 227 0,87 0,28
P85125 Caveolae-associated protein 1 150 SC Unica
Q4V8E4 Cilia- and flagella-associated protein 36 83 SC Unica
P45592 Cofilin-1 297 0,92 0,41
Q6AYN9 Coiled-coil domain-containing protein 181 128 TP Unica
P02454 Collagen alpha-1(1) chain 47 0,70 0,08
P01026 Complement C3 57 0,74 0,26
Q4KM47 Cyclin-dependent kinase 10 116 TP Unica
P47875 Cysteine and glycine-rich protein 1 1148 0,80 0,03
P36201 Cysteine-rich protein 2 176 0,93 0,44
Q68FY0 Cytochrome b-c1 complex subunit 1_ mitochondrial 160 2,32 0,91
P11240 Cytochrome ¢ oxidase subunit 5A_ mitochondrial 75 TP nica
P10818 Cytochrome c oxidase subunit 6A1_ mitochondrial 859 TP Unica
P05182 Cytochrome P450 2E1 99 TP Unica
Q01129 Decorin 150 SC Unica
P48675 Desmin 467 0,99 0,46
Q7MOE3 Destrin 1706 0,75 0,03
Q62952 Dihydropyrimidinase-related protein 3 87 TP Unica
055096 Dipeptidyl peptidase 3 45 SC Gnica
Q91XQ4 DNA-directed RNA polymerase Il subunit GRINL1A 69 SC Gnica
Q62862 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 5 67 SC Gnica
Q5EZT72 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family 42 SC Unica
member 7
Q4V8H8 EH domain-containing protein 2 225 0,64 0,01
P13803 Electron transfer flavoprotein subunit alpha_ mitochondrial 229 TP Unica
Q68FU3 Electron transfer flavoprotein subunit beta 536 0,95 0,4
P62630 Elongation factor 1-alpha 1 298 0,77 0,13
P62632 Elongation factor 1-alpha 2 51 SC Unica
P06761 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 248 0,84 0,24
Q66HDO Endoplasmin 51 SC Unica
Q3B8Q2 Eukaryotic initiation factor 4A-I11 78 TP Unica
P70623 Fatty acid-binding protein_ adipocyte 436 2,03 1
Q66H04 F-box only protein 43 68 SC Unica
P06399 Fibrinogen alpha chain 112 SC Unica
P14480 Fibrinogen beta chain 941 0,62 0
P02680 Fibrinogen gamma chain 682 0,45 0,02
Q9WVHS Fibulin-5 52 0,59 0
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P05065 Fructose-bisphosphate aldolase A 202 1,09 0,66
P09117 Fructose-bisphosphate aldolase C 79 0,82 0,44
P11762 Galectin-1 260 0,74 0,14
P47819 Glial fibrillary acidic protein 52 SC Unica
P08010 Glutathione S-transferase Mu 2 217 0,78 0,34
P04906 Glutathione S-transferase P 114 SC Unica
P04797 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1896 0,76 0,01
P13255 Glycine N-methyltransferase 44 SC Unica
P06866 Haptoglobin 335 0,53 0,04
PODMWO Heat shock 70 kDa protein 1A 849 0,74 0,01
PODMW1 Heat shock 70 kDa protein 1B 845 0,76 0,02
P55063 Heat shock 70 kDa protein 1-like 597 0,74 0,1
P63018 Heat shock cognate 71 kDa protein 852 0,83 0,02
Q5XHZ0 Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial 47 SC nica
P42930 Heat shock protein beta-1 848 0,82 0,04
P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 106 SC Unica
P14659 Heat shock-related 70 kDa protein 2 691 0,89 0,16
P06762 Heme oxygenase 1 60 SC Unica
P01946 Hemoglobin subunit alpha-1/2 14931 0,70 0
P02091 Hemoglobin subunit beta-1 10419 0,57 0
P11517 Hemoglobin subunit beta-2 3388 0,54 0
P20059 Hemopexin 409 0,50 0
Q00715 Histone H2B type 1 122 SC Gnica
ABYP92 Homeobox protein ARX 33 SC Unica
P20759 Ig gamma-1 chain C region 31 SC Unica
P20760 Ig gamma-2A chain C region 643 0,61 0
P20761 Ig gamma-2B chain C region 130 SC Unica
P01836 Ig kappa chain C region_ A allele 701 SC Unica
Q61E24 Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 54 36 SC Unica
E9PU28 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 79 SC Unica
Q99J82 Integrin-linked protein kinase 75 SC Unica
Q5EIC4 Interferon regulatory factor 2-binding protein-like 90 TP Unica
P18588 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 61 SC Unica
P56574 Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial 74 SC Unica
Q61G00 Keratin_ type Il cytoskeletal 4 52 SC Unica
Q6P6Q2 Keratin_ type Il cytoskeletal 5 76 SC Unica
Q4FzU2 Keratin_ type Il cytoskeletal 6A 76 SC Unica
Q6IG12 Keratin_ type Il cytoskeletal 7 193 0,82 0,36
Q61G05 Keratin_ type Il cytoskeletal 75 76 SC Unica
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Q10758 Keratin_ type Il cytoskeletal 8 193 0,76 0,31
P70490 Lactadherin 112 SC Unica
P15800 Laminin subunit beta-2 47 SC Unica
P15650 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_ mitochondrial 93 2,10 1
P51886 Lumican 1267 0,63 0
088989 Malate dehydrogenase_ cytoplasmic 103 0,85 0,42
P04636 Malate dehydrogenase_ mitochondrial 346 1,31 0,82
Q5U2U7 MRNA cap guanine-N7 methyltransferase 99 SC Unica
P02600 Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform 809 0,73 0,08
P16409 Myosin light chain 3 787 0,69 0,06
Q64119 Myosin light polypeptide 6 13395 0,83 0
P18666 Myosin regulatory light chain 12B 975 0,81 0,11
P13832 Myosin regulatory light chain RLC-A 975 0,77 0,07
Q64122 Myosin regulatory light polypeptide 9 4053 0,76 0,04
Q9JLTO Myosin-10 71 0,72 0,12
Q62812 Myosin-9 68 0,90 0,24
P51607 N-acylglucosamine 2-epimerase 106 TP Unica
P12839 Neurofilament medium polypeptide 79 1,08 0,7
ATE3N2 Neutrophil cytosol factor 2 52 SC Unica
Q62736 Non-muscle caldesmon 274 1,07 0,59
Q05982 Nucleoside diphosphate kinase A 294 TP Gnica
P19804 Nucleoside diphosphate kinase B 280 TP Gnica
P52944 PDZ and LIM domain protein 1 107 TP Gnica
Q66HS7 PDZ and LIM domain protein 3 102 TP Unica
P10111 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 1750 0,64 0
P21807 Peripherin 195 0,79 0,22
P16617 Phosphoglycerate kinase 1 73 SC Unica
P25113 Phosphoglycerate mutase 1 276 SC Unica
P11506 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 71 SC Unica
Q63598 Plastin-3 90 SC Unica
POCG51 Polyubiquitin-B 274 SC Unica
Q63429 Polyubiquitin-C 274 SC Unica
P62963 Profilin-1 3064 1,03 0,57
P11598 Protein disulfide-isomerase A3 100 0,86 0,31
088767 Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 229 SC Unica
P16636 Protein-lysine 6-oxidase 251 0,92 0,39
P85973 Purine nucleoside phosphorylase 155 0,87 0,36
P11980 Pyruvate kinase PKM 40 SC Unica
P50398 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 112 SC Unica




134

P50399 Rab GDP dissociation inhibitor beta 52 SC Unica
008617 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase R 53 TP Unica
Q9JK11 Reticulon-4 39 SC nica
Q5XI173 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 327 0,99 0,45
P42346 Serine/threonine-protein kinase mTOR 52 SC Unica
P12346 Serotransferrin 1002 0,65 0
P02770 Serum albumin 7160 0,59 0
D3zZvU1 SprT-like domain-containing protein Spartan 72 SC Unica
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 125 0,62 0,17
P01048 T-kininogen 1 55 SC Unica
P31232 Transgelin 9127 0,45 0
P50137 Transketolase 50 1,34 0,84
P04692 Tropomyosin alpha-1 chain 736 0,89 0,28
Q63610 Tropomyosin alpha-3 chain 50 SC nica
P09495 Tropomyosin alpha-4 chain 50 SC Unica
P58775 Tropomyosin beta chain 736 0,97 0,49
P68370 Tubulin alpha-1A chain 237 1,03 0,61
Q6P9V9 Tubulin alpha-1B chain 237 1,01 0,53
Q6AYZ1 Tubulin alpha-1C chain 237 1,05 0,67
Q68FR8 Tubulin alpha-3 chain 111 0,76 0,11
Q5XIF6 Tubulin alpha-4A chain 107 0,79 0,12
Q6AY56 Tubulin alpha-8 chain 46 SC Gnica
P85108 Tubulin beta-2A chain 94 0,99 0,44
Q3KRES8 Tubulin beta-2B chain 94 0,99 0,5
Q4QRB4 Tubulin beta-3 chain 94 0,88 0,15
Q6PIT8 Tubulin beta-4B chain 467 0,92 0,32
P69897 Tubulin beta-5 chain 94 0,96 0,33
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 274 SC Unica
P62986 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 274 SC Unica
P31000 Vimentin 1733 0,81 0
Q5RKIO0 WD repeat-containing protein 1 192 0,77 0,07

2 |dentificagdo das proteinas no banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org/).

b Proteinas de diferenca de expressdo significativas up regulation (verde) down regulation (vermelha) e

intermediérias.

¢ valor de p.
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