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Resumo

Fundamentos: A crocina tem uma vasta gama de atividades biológicas, tais como a proteção cardiovascular. 
Estudos epidemiológicos recentes demonstraram que o exercício reduz a morbidade e a mortalidade cardiovasculares 
na população em geral.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da crocina e do exercício voluntário nos níveis de expressão 
miR‑126 e miR-210 e na angiogênese no tecido cardíaco.

Métodos: Os animais foram divididos em 4 grupos: controle, exercício, crocina e exercício-crocina. Os animais receberam 
a administração oral de crocina (50 mg/kg) ou realizaram exercício voluntário sozinhos ou em conjunto durante 8 semanas. 
Os níveis de proteína Akt, ERK1/2, e a expressão de miR-126 e miR-210 foram medidos no tecido cardíaco. O método 
imunohistoquímico foi utilizado para detectar CD31 no tecido cardíaco.

Resultados: Os níveis de Akt e ERK1/2 do tecido cardíaco foram maiores no grupo tratado com crocina e no grupo de 
exercício voluntário após 8 semanas. A combinação de crocina e exercício também aumentou significativamente os 
níveis de Akt e ERK1/2 no tecido cardíaco. A expressão de MiR-126, miR-210 e CD31 no coração aumentou tanto em 
no grupo de crocina como no grupo de exercício voluntário em comparação com o grupo de controle. Além disso, a 
combinação de exercício e crocina amplificou seu efeito na expressão de miR-126 e miR-210 e angiogênese.

Conclusão: A Crocina e o exercício voluntário melhoram a angiogênese cardíaca possivelmente através do aumento da 
expressão de miR-126 e miR-210. O exercício voluntário e a suplementação dietética com crocina podem ter efeitos 
benéficos na prevenção de doenças cardiovasculares. (Arq Bras Cardiol. 2017; 109(1):54-62)

Palavras-chave: Ratos; Moduladores da Angiogênese; Exercício; Crocus Sativus; Antioxidantes; miR-126, miR-210.

Abstract
Background: Crocin is reported to have a wide range of biological activities such as cardiovascular protection. Recent epidemiologic studies 
have shown that exercise reduces cardiovascular morbidity and mortality in the general population.

Objective: The aim of this study was to evaluate the effect of crocin and voluntary exercise on miR-126 and miR-210 expression levels and 
angiogenesis in the heart tissue.

Methods: Animals were divided into 4 groups: control, exercise, crocin, and exercise-crocin. Animals received oral administration of crocin 
(50 mg/kg) or performed voluntary exercise alone or together for 8 weeks. Akt, ERK1/2 protein levels, miR-126 and miR-210 expression were 
measured in the heart tissue. Immunohistochemical method was used to detect CD31 in the heart tissue.

Results: Akt and ERK1/2 levels of the heart tissue were higher in crocin treated group and voluntary exercise trained group after 8 weeks. 
Combination of crocin and exercise also significantly enhanced Akt and ERK1/2 levels in the heart tissue. MiR-126, miR-210 expression and 
CD31 in the heart increased in both crocin and voluntary exercise groups compared with control group. In addition, combination of exercise 
and crocin amplified their effect on miR-126 and miR-210 expression, and angiogenesis.

Conclusion: Crocin and voluntary exercise improve heart angiogenesis possibly through enhancement of miR-126 and miR-210 expression. 
Voluntary exercise and diet supplementation with crocin could have beneficial effects in prevention of cardiovascular disease. (Arq Bras Cardiol. 
2017; 109(1):54-62)
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Introdução
A crocina é um componente bioativo encontrado nos 

frutos da gardênia e nos estigmas do açafrão.1 A crocina tem 
sido usada há muito tempo na medicina tradicional e tem 
sido relatada como tendo várias atividades farmacológicas, 
como antioxidante, anticancerígena, anti-inflamatória, efeitos 
ateroscleróticos e proteção contra doenças cardiovasculares.2 
Os efeitos cardioprotetores da crocina têm sido relatados 
em alguns estudos que estão relacionados à modulação 
de atividades enzimáticas antioxidantes endógenas e 
biomarcadores cardíacos.3,4 Evidências recentes indicaram 
o efeito protetor da crocina na lesão por hipóxia das células 
miocárdicas devido à elevação do fator de crescimento 
endotelial vascular (VEGF), como fator proangiogênico.5

A atividade física desempenha um papel crítico no 
metabolismo, função cardiovascular e função imunológica. 
Nos últimos anos, tornou-se evidente que o treinamento físico 
é uma estratégia terapêutica muito poderosa para a prevenção 
do desenvolvimento e progressão da doença cardiovascular.6 
No entanto, exercícios exaustivos podem ser problemáticos, 
pois são estressantes pela produção de espécies reativas de 
oxigênio e podem causar danos no tecido muscular e outros 
órgãos.7,8 Sugeriu-se que o exercício voluntário pode ser um 
modelo melhor com mias efeitos benéficos.9 No modelo 
animal de exercício voluntário, o animal tem livre acesso a 
uma roda de corrida e eua a roda de acordo com seu limiar 
fisiológico para a atividade física. Descobriu-se que a atividade 
física desencadeia a extensão da rede capilar ou angiogénese. 
Sabe‑se que esse processo é dependente do VEGF.10  
No entanto, os mecanismos subjacentes ao exercício ainda não 
foram totalmente elucidados.

Os micro-RNAs (miRs) são pequenos RNAs de 18 a 
25 nucleótidos não codificantes que desempenham um 
papel chave na regulação da expressão de genes, inibindo 
a tradução de proteínas ou aumentando a degradação 
do RNA mensageiro.11,12 A sua participação nas doenças 
cardiovasculares tem sido reconhecida nos últimos anos.11‑13  
O MiR-126 é um dos poucos miRNAs que é um miRNA específico 
de células endoteliais e desempenha um papel essencial na 
neoangiogénese. O MiRNA-126 é fortemente expresso no 
endotélio cardíaco e alvos Sprouty relacionados à proteína-1 
(Spred-1), PIK3R2, uma subunidade reguladora de PI3K.14,15  
A desregulação desses alvos ativa as quinases ERK e Akt e melhora 
a ação do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).16,17 
O VEGF exerce muitos dos seus efeitos na angiogénese 
através das vias Akt e ERK1/2. Durante a vasculogênese do 
desenvolvimento, a via Akt regula a especificação venosa, 
enquanto a via ERK regula a especificação arterial.18,19  
O MiR‑210 em células endoteliais normóxicas estimulou a 
formação de estruturas semelhantes a capilares, bem como 
a migração celular impulsionada pelo VEGF.20 A indução de 
MiR‑210 é uma característica praticamente constante da 
resposta hipóxica que é importante na patogênese de várias 
doenças humanas como as cardíacas.21

De acordo com os efeitos de vantagem da crocina e do 
exercício voluntário sobre o diabetes mencionado acima, a 
hipótese é que, em comparação com crocina ou exercício 
voluntário sozinho, 8 semanas de crocina combinadas com 
exercício voluntário em ratos diabéticos iria produzir uma 

maior melhoria nas complicações cardiovasculares do diabetes 
tipo 2. O presente estudo foi realizado para esclarecer o efeito 
da crocina e do exercício voluntário na expressão de miR-126 
e miR-210 em miócitos cardíacos de ratos diabéticos.

Métodos

Animais
Ratos Wistar machos (200-250g) foram obtidos da 

Faculdade de Medicina de Tabriz (Irã-Tabriz). Os animais 
foram alojados numa sala com uma temperatura constante 
de 24°C, uma humidade relativa de 50% e um ciclo de 12h 
escuridão / luz com acesso a alimentos e água à vontade. 
Os animais do grupo de exercícios foram colocados em 
unidades individuais de gaiolas de rodas, enquanto os grupos 
sedentários foram alojados em gaiolas de plástico normais. 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética Animal 
(documento número 92197) de acordo com a instrução para 
o cuidado e uso de animais de laboratório preparado pela 
Universidade de Ciências Médicas de Tabriz.

Design experimental
Quarenta animais foram divididos aleatoriamente em 

quatro grupos. Dez animais foram alocados para cada grupo 
experimental no início do estudo. Grupo 1: Ratos receberam 
solução de NaCl a 0,9% como grupo de controle (Con). 
Grupo 2: Os ratos receberam uma dose única de crocina 
(50 mg/kg) durante oito semanas (Cro). Grupo 3: Os ratos 
realizaram exercício voluntário durante oito semanas (Exe). 
Grupo 4: Os animais receberam crocina e realizaram, 
simultaneamente, exercício voluntário durante oito semanas 
(Cro-Exe). O pó de crocina (Sigma, Alemanha) foi diluído por 
solução salina normal (0,9%). A crocina foi administrada por 
gavagem (50 mg/kg) 6 dias por semana durante 8 semanas.22 
Também, a solução de NaCl a 0,9% foi administrada por 
gavagem nos grupos 1 e 3 durante a experiência.

Para a avaliação do exercício voluntário, os ratos foram 
alojados individualmente numa gaiola contendo uma roda 
(circunferência de 1,00 m, TajhizGostar). Cada rato de exercício 
tinha uma roda de funcionamento separada na sua gaiola que 
lhe permitiu correr voluntariamente durante as 8 semanas 
do estudo. Esta roda de aço inoxidável foi equipada com um 
contador magnético digital que foi ativado pela rotação da 
roda e as revoluções da roda foram registradas diariamente.  
Então a distância de corrida por dia foi calculada como o número 
de rotações de roda por dia. Os ratos com uma distância de 
corrida inferior a ~ 2000 m por dia foram eliminados antes 
da análise estatística.23 Considerando os critérios de exclusão 
(exercício abaixo dos protocolos padrão) foi realizada análise 
estatística para 7 animais em cada grupo.

Quantificação de Akt e ERK1/2 no coração por ELISA
No último dia da experiência, os ratos foram sacrificados sob 

anestesia profunda com cetamina/xilazina (88/10 mg/kg, i.p.).  
O tecido cardíaco foi imediatamente removido e lavado com 
soro fisiológico 0,9%. As amostras de tecido foram pesadas, 
homogeneizadas em PBS (pH 7,2-7,4) e centrifugadas durante 
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20 min à velocidade de 3000 rpm e 4°C. Em seguida, os 
sobrenadantes foram recolhidos em novo tubo e os níveis de 
Akt e ERK1/2 foram medidos utilizando kits sanduíche ELISA de 
rato. O ensaio ELISA foi realizado de acordo com as instruções 
do fabricante. A ativação da proteína Akt por fosforilação no 
resíduo de serina 473 (P-Akt) e a fosforilação da ERK1/2 (PT202/
Y204) foi analisada com ELISA (Akt: Cat. N°. CK-E91385; 
Hangzhou Eastbiopharm Co., Ltd., Hangzhou, China. ERK1/2: 
Abcam Cambridge, UK) e normalizada para a concentração 
de proteína total para cada amostra como determinado pelo  
ensaio de Bradford.24

Extração total de RNA, síntese de cDNA e PCR em tempo real
A expressão de miR-126 e miR-210 foi avaliada por 

qRT‑PCR. Foram realizados ensaios em triplicado para cada 
amostra de RNA. O MicroRNA foi extraído do tecido cardíaco 
utilizando o kit de isolamento de RNA miRCURYTM (Exiqon, 
Dinamarca) de acordo com o protocolo do fabricante.  
O procedimento foi realizado com base na coluna de spin 
utilizando uma resina patenteada como matriz de separação 
de RNA de outros componentes celulares. O teor de RNA 
e a pureza foram medidos a um comprimento de onda de 
260-280 nm utilizando o espectrofotómetro Nanodrop 1000 
(Thermo Scientific, Wilmington DE 19810 EUA).

A síntese de cDNA foi realizada de acordo com o kit 
de PCR de miRNA RT LNA universal (Exiqon, Dinamarca). 
Resumidamente, o RNA total contendo microRNA foi 
poliadenilado e o cDNA foi sintetizado utilizando um primer 
poli (T) com uma âncora degenerada 3’ e uma etiqueta 
universal 5’.

Syber Green qPCR Mix adquirido da Exiqon (Dinamarca) 
e utilizado para PCR em tempo real. O PCR em tempo real 
foi feito usando Rotor-Gene 6000 Corbett. O método 2- (ΔΔCt) 
foi utilizado para determinar níveis quantitativos relativos de 
miR-126 e miR-210. Os resultados foram expressos como o 
dobro do grupo de controle. Utilizou-se Mir-1 como o miARN 
de controle endógeno.

Avaliações imunohistoquímicas
Para a investigação da angiogênese no tecido cardíaco, as 

amostras do ventrículo esquerdo foram imersas em formol 
a 10% após excisão, embebidas em parafina e cortadas em 
fatias de 4 μm de espessura. As secções foram desparafinadas 
em xileno e desidratadas numa série graduada de etanol. 
As lâminas foram incubadas sequencialmente em proteinase 
K e tratadas com peróxido de hidrogénio a 0,3% para 
bloquear a atividade de peroxidase endógena. As fatias foram 
sobrepostas pelo anticorpo primário CD31 (Santa Cruz, 
EUA) um marcador de angiogênese e incubadas a + 4°C 
toda a noite. As seções foram então lavadas e incubadas 
com complexo avidina-biotina padrão (ABC, Santa Cruz) 
de acordo com as instruções do fabricante. Em seguida, 
as lâminas foram incubadas em DAB (di-amino-benzidina, 
Santa Cruz), como cromogênio e coradas por contraste 
com hematoxilina de Mayer. Finalmente, as seções foram 
clareadas em xileno, montadas com Entellan e avaliadas por 
microscópio óptico (Olympus BX 40, Japão). Os capilares 
foram visualizados no miocárdio como um precipitado 

castanho. As estruturas vasculares positivas para CD31 
foram contadas para 5 a 6 lâminas por animal e 10 campos 
por lâmina.

Análise estatística
Os resultados são apresentados como média ± DP.  

A análise estatística foi realizada usando o software estatístico 
SPSS versão 21.0 para Windows. Todos os parâmetros 
foram testados quanto à normalidade utilizando o teste 
Kolmogorov-Smirnov de uma amostra. As médias das 
distâncias diárias percorridas pelos ratos em cada grupo 
de exercício foram médias para cada semana e foram 
comparadas utilizando ANOVA de medidas repetidas.  
A atividade física entre os grupos Exe e Cro-Exe foi analisada 
utilizando o teste t independente. Para os parâmetros de Akt, 
ERK, CD31, miR-126 e miR-210, os dados foram analisados 
utilizando ANOVA bidirecional seguida pelo teste post 
hoc de Tukey. Um valor p inferior a 0,05 foi considerado 
estatisticamente significativo.

Resultados

Exercício voluntário
A Figura 1 ilustra a média de distância percorrida por 

semana durante o período de 8 semanas do experimento. 
Os animais realizaram voluntariamente uma média de 
2,949 ± 178 m/semana no grupo de exercícios e uma 
média de 3,090 ± 140 m/semana no grupo de crocina e 
exercícios. Não houve diferença significativa na atividade 
física entre os grupos Exe e Cro-Exe com base em uma 
análise de teste t independente.

A distância média percorrida aumentou gradualmente 
nos grupos Exe e Cro-Exe da primeira para a oitava semana. 
Este aumento no grupo Exe foi significativamente diferente 
da semana anterior na quarta (p < 0,05) e sexta (p < 0,05) 
semanas. No grupo Cro-Exe, os animais correram uma 
distância significativamente maior na segunda (p <0,01), 
terceira (p < 0,01), quinta (p < 0,05) e sexta (p < 0,05) do 
que na semana anterior.

Efeitos da crocina combinada com o exercício voluntário 
nos níveis de Akt no tecido cardíaco

Após 8 semanas de administração de crocina ou 
realização de exercício voluntário, o nível de p-Akt aumentou 
significativamente nos grupos Exe (p < 0,01), Cro (p < 0,01) 
e Cro-Exe (p < 0,001) em comparação com o grupo Con 
(Figura 2). Uma comparação entre o grupo Cro-Exe com os 
grupos Exe e Cro apresentou diferença significativa entre esses 
grupos (p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente).

Efeitos da crocina combinada com o exercício voluntário 
nos níveis ERK1/2 no tecido cardíaco

A ANOVA de duas vias mostrou que os níveis de p-ERK1/2 
foram significativamente mais elevados em ratos tratados 
com crocina ou em exercícios voluntários do que nos ratos 
de controle (Exe: p < 0,01, Cro: p < 0,05 e Cro-Exe: 
p < 0,001). A administração de crocina combinada com 
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Figura 1 – A média de distância percorrida foi calculada cada semana de acesso à roda (média ± DP) durante a duração de 8 semanas do experimento, para os grupos 
Exe e Cro-Exe (n = 7/grupo). Não houve diferença significativa entre os grupos. Animais em ambos os grupos Exe e Cro-Exe aumentaram a sua distância média semanal 
de corrida nas semanas subsequentes. * p < 0,05 indica uma diferença significativa entre as semanas consecutivas no grupo Exe. # p < 0,05 e ## p < 0,01 indicam 
diferenças significativas entre semanas consecutivas no grupo Cro-Exe.
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Figura 2 – Efeito da crocina e exercício voluntário sobre os níveis de p-Akt. Os dados são apresentados como média ± DP para n = 7 animais. ***p < 0.001 e ** p < 0,01 indicam 
diferenças significativas com o grupo controle, $$$ p < 0,001 indica uma diferença significativa com o grupo Cro, e ## p < 0,01 indica uma diferença significativa com o grupo Exe.
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exercício aumentou significativamente os níveis de p-ERK1/2 
do tecido cardíaco em comparação com os grupos Exe 
(p < 0,01) e Cro (p < 0,001) (Figura 3). A Figura 2 também 
indica que a crocina combinada com o exercício voluntário 
tem um efeito sinérgico nos níveis de proteína p-ERK1/2 no 
tecido cardíaco.

Efeitos da crocina combinada com o exercício voluntário 
na expressão de miR-126 no tecido cardíaco

A ANOVA bidirecional mostrou que a expressão de 
miR-126 foi significativamente maior em ratos tratados 
com crocina (p < 0,001), exercício voluntário (p < 0,01) 
e combinação de crocina com exercício (p  <  0,001) do 
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Figura 3 – Efeito da crocina e exercício voluntário sobre os níveis de p-ERK1/2. Os dados são apresentados como média ± DP para n = 7 animais. * p < 0,05, ** p < 0,01 
e *** p <0,001 indicam diferenças significativas com o grupo de controlo. $$$ p < 0,001 indica uma diferença significativa com o grupo Cro e ## p < 0,01 indica uma 
diferença significativa com o grupo Exe.
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que em ratos controle. Nos ratos submetidos a exercício 
voluntário e que simultaneamente receberam crocina 
durante 8 semanas, a expressão do miR-126 cardíaco 
aumentou significativamente em comparação com os grupos 
Exe (p < 0,01) e Cro (p < 0,001) (Figura 4).

Efeitos da crocina combinada com o exercício voluntário 
na expressão de miR-210 no tecido cardíaco

Conforme ilustrado na Figura 5, após a administração de 
crocina e a execução de exercícios, o nível de expressão 
cardíaca de miR-210 foi significativamente aumentado nos 
grupos Cro e Exe quando comparado com o grupo de controle 
(p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente). Por outro lado, a 
expressão de miR-210 aumentou significativamente no grupo 
Cro-Exe em comparação com o grupo controle (p < 0,001). 
Além disso, há uma diferença significativa entre os grupos 
Cro-Exe e Cro (p < 0,01).

Efeitos da crocina combinada com o exercício voluntário 
em células CD31 + na rede capilar miocárdica

Conforme demonstrado na Figura 6, o número de 
células CD31 + foi maior nos animais que receberam 
crocina (p  <  0,05) ou realizaram exercícios (p  <  0,05) 
em comparação com o grupo controle (Figuras 6A, B, C). 
Além  disso, as células CD31 + foram significativamente 
mais elevadas em seções do coração do grupo Cro-Exe do 
que nos grupos Exe (p < 0,01) e Cro (p < 0,01) (Figura 6D). 
Assim, a combinação de crocina com o exercício voluntário 
parece aumentar a resposta vasculogênica.

Discussão
No presente estudo, demonstramos que a expressão de 

miR-126 e miR-210 do tecido cardíaco de ratos aumentou nos 

grupos de crocina, exercício voluntário e exercício‑crocina. 
Além disso, a crocina e o exercício voluntário estimularam 
as proteínas Akt e ERK1/2 e a angiogênese no tecido 
cardíaco. Pela primeira vez, nosso estudo demonstrou 
que o miR-126 cardíaco e suas vias relacionadas incluindo  
Akt e ERK1/2 aumentaram em resposta à crocina combinada 
com o exercício voluntário em ratos. Além disso, nossos 
achados mostraram que a administração de crocina e a 
realização de exercício voluntário aumentaram a expressão 
do miR‑210 cardíaco.

MiR-210, um miRNA específico da hipóxia, depende da 
ativação de HIF e aumentou após a hipóxia.25 Quando o miR‑210 
é superexpressado em células endoteliais, a capacidade dessas 
células para formar vasos sanguíneos torna-se mais pronunciada 
do que a das células com níveis normais de expressão. 
Confirmando o papel pró-angiogênico do miR-210, a regulação 
positiva do miR-210 em células CD34 + aumentou a perfusão 
tecidual e a densidade capilar em um modelo de isquemia de 
membros posteriores em ratos.26 Pesquisas prévias indicaram 
que o miR-210 pode melhorar a angiogênese através da 
regulação negativa de seu gene alvo, a efrina A3, que é um 
membro importante da família de efrinas de genes reguladores 
da angiogênese.27 O tecido cardíaco expressa uma variedade 
de miRNAs, mas pouco se sabe sobre a resposta angiogênica 
cardíaca à crocina e exercício.28 O trabalho pré‑clínico 
demonstrou que as injeções intracardíacas com um vetor 
minicírculo transportando miR-210 em um modelo murino 
de infarto do miocárdio promoveu melhora significativa do 
encurtamento fracionário ventricular esquerdo, diminuição 
da apoptose celular e aumento da neovascularização.29  
No presente estudo, observamos que a crocina e o exercício 
voluntário aumentaram os níveis de expressão de miR-210 
no tecido cardíaco usando análise quantitativa da PCS em 
tempo real. O aumento do miR-210 parece ser dependente 
do exercício realizado porque o grupo que realizou exercício 

58



Artigo Original

Ghorbanzadeh et al
Crocina e exercício voluntário aumentam a angiogênese cardíaca através da expressão de miRNA

Arq Bras Cardiol. 2017; 109(1):54-62

Figura 4 – Efeito da crocina e exercício voluntário nos níveis de expressão de miR-126. Os dados são apresentados como média ± DP para n = 7 animais. ** p < 0,01 e 
*** p < 0,001 indicam diferenças significativas com o grupo de controle. $$$ p < 0,001 indica uma diferença significativa com o grupo Cro e ## p <0,01 indica uma diferença 
significativa com o grupo Exe.
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Figura 5 – Efeito da crocina e exercício voluntário sobre os níveis de expressão de miR-210. Os dados são apresentados como média ± DP para n = 7 animais. **p < 0,01 
e ***p < 0,001 indicam diferenças significativas com o grupo de controle e $ $p < 0,001 indica uma diferença significativa com o grupo Cro.
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voluntário mostrou uma expressão mais forte do miR-210 do 
que o grupo crocina. Um mecanismo provável é que, durante 
o exercício, podem ocorrer condições hipóxicas locais no 
músculo cardíaco e a situação hipóxica desencadear um 
número de respostas fisiológicas como a angiogênese através 
da expressão de miR-210 induzida por HIF-1α.30,31 Estes dados 
estão de acordo com as observações feitas por Bye et al.32 
quanto ao aumento significativo da expressão de miR-210 em 
indivíduos com baixa Vo2max após a atividade de exercício.

MiR-126 é um miR pró-angiogênico, que é fortemente expresso 
no endotélio cardíaco e aponta diretamente para SPRED1 e 
PIK3R2 para repressão e funções afim de promover a sinalização 
VEGF.14,15 De fato, o miR-126 ativa quinases de sobrevivência 
incluindo ERK e Akt por regulação negativa dos seus alvos e 
aumenta as ações do VEGF.16,17 Nas células endoteliais, o VEGF 
promove a angiogénese através da fosforilação de ERK1 e Akt.  
ERK e Akt são quinases bem conhecidas que ativam e promovem 
a proliferação celular estimulando fatores de crescimento.18
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Figura 6 – A) Imagens representativas da coloração CD31 (castanha) em vasos cardíacos de grupos de controle, exercício, crocina e exercício-crocina (Ampliação × 400). 
A: Con, B: Exe, C: Cro, D: Cro-Exe. B) A densidade de microvasos foi analisada por imunohistoquímica para CD31. A densidade de microvasos foi quantificada utilizando 
6 lâminas por animal e 10 campos por lâmina. Os dados são apresentados como média ± DP para n = 7 animais. *** p < 0,001 indica uma diferença significativa com o 
grupo de controle. ###p < 0,001 e $$$p < 0,001 indicam diferenças significativas com o grupo de exercício e grupo de crocin, respectivamente.

No presente estudo, mostramos que o miR-126 regula 
a angiogênese cardíaca através das vias Akt e ERK1/2 em 
resposta à crocina e exercício voluntário. No entanto, existem 
alguns estudos disponíveis que sinalizam que o exercício pode 
aumentar a expressão miR no tecido cardíaco. Em linha com 
nossos resultados, Uhlemann et al.33 relataram que a expressão 
de miR-126 aumentou após exercício de resistência aguda. 
Importantes conclusões também surgem de Fernandes et al.,34 
indicando que o exercício físico restabeleceu os níveis de 
miR‑126 periférico associado à revascularização na hipertensão. 
Apesar da observação de que o exercício afeta a função 
endotelial, o mecanismo exato permanece especulativo. Está 
bem estabelecido que o exercício pode aumentar os níveis de 
VEGF, que é um dos principais reguladores da angiogênese 
e da sobrevivência celular.35 O VEGF liga-se ao VEGFR2 e 
promove os sinais de sobrevivência e angiogénese endoteliais 
que são intermediados pela PI3K e o seu alvo a jusante do 
Akt e ERK1/2. Além disso, mostraram que os níveis de ERK1/2 
e Akt aumentaram sob alta expressão de miR-126. Portanto, 
parece que o exercício voluntário alivia a influência repressiva 
de Spred-1/PI3K na superexpressão de Akt e ERK1/2 por 
miR‑126, o que finalmente melhora a angiogênese cardíaca. 
Este achado está de acordo com um estudo prévio que mostrou 
que a expressão de ARNm de PI3KR2 no coração diminuiu nos 

grupos de exercícios e foi associada ao aumento na expressão 
protéica de PI3K e Akt fosforilado.36

Neste estudo, também mostramos que a crocina regula a 
angiogênese cardíaca através do miR-126 e as vias relacionadas 
a Akt e ERK1/2. A crocina, um pigmento carotenóide do 
açafrão, tem diferentes funções farmacológicas nos sistemas 
nervoso,37 cardíaco38 e renal.39 Efeitos cardioprotetores da 
crocina têm sido relatados em alguns estudos que estão 
relacionados à melhoria das atividades antioxidantes e 
biomarcadores cardíacos.3,40

Embora muitos pesquisadores tenham explorado os papéis 
da crocina em diferentes tecidos, apenas alguns estudos têm 
investigado os efeitos da crocina sobre a angiogênese no 
tecido cardíaco. Bie et al.,41 demonstraram que o açafrão 
aumentou a expressão de VEGF-R2 e promoveu angiogênese 
após lesão cerebral em ratos. Além disso, tem sido relatado 
que as vias PI3K/Akt são activadas pela crocina na camada de 
células ganglionares após lesão de retina IR.42 Kang et al.,43 
também mostraram que o açafrão aumentou a fosforilação 
de proteínas-quinases ativadas por mitógenos (MAPKs), 
como um membro da família ERK, nas células musculares. 
Também o nosso estudo anterior confirma que a crocina 
aumenta os níveis de VEGF-A no tecido cardíaco de ratos 
diabéticos e não diabéticos.40
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Com base nos presentes resultados, pode concluir-se que o 
pré-tratamento com crocina melhorou a angiogénese cardíaca, 
efeito que pode ser atribuído à sua capacidade de aumentar 
os níveis de Akt e ERK1/2 através do aumento de miR-126. 
A preservação da histo-arquitectura do tecido cardíaco pelo 
pré-tratamento com crocina confirma estes efeitos. Em relação 
às limitações deste estudo, não se avaliaram outros fatores 
envolvidos na angiogênese e nos referimos a estudos prévios. 
São necessários mais estudos para explorar outros possíveis 
mecanismos e vias que possam estar direta ou indiretamente 
envolvidos nos seus efeitos cardioprotectores. Por conseguinte, 
sugerimos que o incremento do miR-126 pela crocina e o 
aumento das vias de sinalização do VEGF através de Akt 
e ERK1/2 pode induzir a formação de capilares cardíacos.  
Além disso, mostramos que a combinação de crocina com 
exercício voluntário tem efeitos sinérgicos sobre a expressão 
do miR-126 e os níveis de Akt, ERK1/2 no tecido cardíaco, o 
qual foi o primeiro estudo na angiogénese cardíaca de ratos.

Conclusão
Este estudo mostra que a crocina combinada com o 

exercício voluntário promove angiogênese cardíaca e isso pode 
estar relacionado à expressão do miRNA-126 e do miR‑210. 
Novos estudos sobre o mecanismo da crocina e exercício 
voluntário na angiogênese cardíaca podem fornecer uma base 

para o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas ou 
preventivas para superar doenças cardiovasculares.
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