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RESUMO 

A hipertensão arterial leva a alterações na expressão de proteínas envolvidas na 

mobilização de cálcio (Ca2+), durante o acoplamento excitação-contração. O objetivo 

deste estudo foi avaliar os efeitos do exercício físico sobre a expressão de RNA 

mensageiro das proteínas reguladoras do cálcio no tecido cardíaco. Para isso, ratos 

Fischer (p=150-200g) foram submetidos à cirurgia para a indução da hipertensão 

renovascular 2R1C, e posteriormente, divididos nos grupos 2R1C SED (sedentário) e 

2R1C EX (exercitado), sendo que os grupos SHAM (cirurgia fictícia), foram seus 

respectivos controles (SED e EX). Após, os animais iniciaram um protocolo de natação 

(1h/dia, 5x/semana, durante 6 semanas) e foram avaliadas a pressão arterial média basal, 

a freqüência cardíaca, a hipertrofia de cardiomiócitos e a expressão de algumas 

proteínas envolvidas na mobilização de Ca2+. O exercício atenuou da pressão arterial 

média (PAM) e a freqüência cardíaca (bpm) basais no grupo 2R1C EX em comparação 

aos animais 2R1C SED. A massa do coração (g) foi avaliada e os grupos SHAM EX, 

2R1C SED e 2R1C EX  mostraram um aumento em comparação com o grupo SHAM 

SED. Ao analisarmos os resultados do PCR em tempo real, observamos que os níveis da 

Ca2+-ATPase do retículo (SERCA2a) aumentaram após o treinamento com natação, 

enquanto o trocador de Na+/Ca2+ (NCX1) teve seus níveis reduzidos no tecido cardíaco, 

em relação aos animais hipertensos sedentários. Com relação à fosfolamban (FLB), 

também observamos aumento na expressão em coração de animais 2R1C EX. Diante 

desses resultados, concluímos que o exercício físico pode reduzir a pressão arterial 

média basal e a freqüência cardíaca, além de promover a hipertrofia cardíaca e 

influenciar o padrão de expressão de RNAs mensageiros das proteínas reguladoras do 

Ca2+ em cardiomiócitos de ratos com hipertensão renovascular.  
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ABSTRACT 

 

The hypertension leads to changes in the expression of proteins involved in the calcium 

handling (Ca2+) during the excitation-contraction coupling. The aim of this study was to 

evaluate the effects of physical exercise on the expression of messenger RNA of 

calcium regulatory proteins in heart tissue. For this, Fischer rats (p=150-200g) 

underwent surgery for the induction of renovascular hypertension 2R1C, and then 

divided into groups 2R1C SED (sedentary) and EX 2R1C (exercised), and SHAM 

groups (sham surgery), were their respective controls (SED and EX). After the animals 

started swimming (1 h, 5 time per week for 6 weeks) and were evaluated at baseline 

mean arterial pressure, heart rate, hypertrophy of cardiomyocytes and the expression of 

some proteins involved in Ca2+ handling. Exercise attenuated the mean arterial pressure 

(MAP) and heart rate (bpm) baseline in the group 2K1C EX animals compared to SED. 

The heart mass (g) was evaluated and SHAM EX, 2K1C EX and 2K1C SED groups 

showed an increase compared with the SHAM SED. Analyzing the results of real-time 

PCR, we found that levels of Ca2+-ATPase of the reticulum (SERCA2a) mRNAs 

increased after training with swimming, while the exchanger Na+/Ca2+ (NCX1) showed 

reduced levels in cardiac tissue in relation hypertensive sedentary animals. Regarding 

phospholamban (PLB), we also observed increased expression in the heart of animals 

2K1C EX. Given these results, we conclude that physical exercise can lower blood 

pressure and mean baseline heart rate, promote cardiac hypertrophy and influence the 

pattern of expression of mRNAs of Ca2+ regulatory proteins in cardiomyocytes of rats 

with renovascular hypertension. 
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1.0. INTRODUÇÃO 

 

O exercício físico tem efeitos benéficos consideráveis na hipertensão (Siscovick 

e cols., 1985, Kuru e cols., 2002, Reboredo e cols., 2010) e em certas condições 

psicológicas, tais como ansiedade e depressão (Taylor e cols., 1985). A eficácia da 

prática de exercício físico como método preventivo e de tratamento da pressão arterial 

(PA) é enfatizada por diversos autores (OMS, 1992; ACSM, 1993; Lopes e cols., 2003; 

Diretrizes Brasileiras da Hipertensão Arterial, 2006; Krinski e cols., 2006).  

O exercício físico de baixa a moderada intensidade é capaz de reduzir a pressão 

sanguínea ou até mesmo retardar o aparecimento de hipertensão em ratos com 

hipertensão de Goldblatt (Marcus e Tipton, 1985; Rodrigues e cols., 2007; Soares e 

cols., 2011). Alguns estudos mostram que o exercício físico regular reduziu a pressão 

arterial média (PAM) em ratos com hipertensão renovascular 2R1C (Rodrigues e cols., 

2007; Soares e cols., 2011). Também tem sido reportado que o exercício de baixa 

intensidade atrasa o início da insuficiência cardíaca e melhora a sobrevida de ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR) com quadro de insuficiência já instalado (Emter e 

cols., 2005). 

O modelo de hipertensão renovascular 2R1C, descrito inicialmente por Goldblatt 

e colaboradores (1934), se mostra eficiente para o estudo da hipertensão e suas 

complicações (Schaible e cols., 1984). Através de uma constrição (com um clipe de 

prata) em uma das artérias renais, sustenta-se uma hipertensão mesmo na presença de 

um rim normal, não manipulado (Ploth, 1983; Navar e cols., 1998). 

A hipertensão de Goldblatt evolui em 3 estágios, conforme proposto por Brown 

e cols. (1979). O primeiro estágio ocorre após a constrição da artéria renal e se 

caracteriza pela elevação da PA, da atividade da renina plasmática e dos níveis de 

angiotensina circulantes. No período de duas a quatro semanas, os valores de PA 

continuam a aumentar, mesmo com a atividade da renina plasmática e os níveis de 

angiotensina II (Ang II), tendendo a cair para níveis semelhantes ao normal (Morton e 

cols., 1983). Isso caracteriza a segunda fase da hipertensão, que ainda é dependente de 

angiotensina. Já na fase 3, a inibição do eixo renina-angiotensina não é mais capaz de 

reduzir completamente a PA. 
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O treinamento físico regular de intensidade moderada em humanos também 

promove queda da PA (Hagberg e cols., 1989; Cornelissen e Fagard, 2005). O exercício 

crônico parece reduzir a atividade simpática em repouso (Ray, 1999), o que poderia 

levar à diminuição da freqüência cardíaca (FC), e a conseqüente queda do débito 

cardíaco. Além disso, o treinamento físico regular melhora a sensibilidade dos 

baroreceptores em animais normotensos e SHR, favorecendo o controle da PA (Brum e 

cols., 2000; Moraes-Silva e cols., 2010). Em animais SHR, houve redução na atividade 

da renina plasmática, após a prática de exercício físico (Hayashi e cols., 2000; Zamo e 

cols., 2004). 

Embora a Ang II tenha um importante papel no sistema renina-angiotensina, 

outras angiotensinas possuem papel biologicamente ativos, tais como a Angiotensina (1-

7), que apresenta efeitos opostos aos da Ang II. Dentre alguns efeitos, observa-se a 

redução no crescimento de cardiomiócitos (Tallant e cols., 2005), bem como o efeito 

inibitório na síntese de colágeno (Iwata e cols., 2005). Em camundongos com 

deficiência no receptor da Ang(1-7), denominado Mas, houve alteração na expressão de 

proteínas da matriz extracelular, acompanhada de disfunção cardíaca (Santos e cols., 

2006). Em geral, estudos indicam que interações entre a Ang(1-7) e seu receptor têm 

um importante papel na função cardíaca, uma vez que a deleção deste leva ao 

comprometimento cardíaco e disfunção endotelial (Xu e cols., 2008).  

A adaptação ao exercício físico é dependente de fatores tais como, carga, 

duração e freqüência. A natação é reconhecida por sua eficiência na indução da 

hipertrofia miocárdica (Kaplan e cols., 1994; Evangelista e cols., 2003) e por um 

aumento significativo no volume diastólico final do ventrículo esquerdo em ratos (Oscai 

e cols., 1971; Dorn, 2007). O sistema nervoso autônomo regula diretamente a 

contratilidade e freqüência do coração através de sinais químicos, incluindo 

neurotransmissores e hormônios. O treinamento físico produz alterações significantes 

na atividade do sistema nervoso autônomo, resultando em modificações na função do 

sistema cardiovascular (Krieger e cols., 1998; Kingwell, 2000).  

O coração é constituído de miócitos cardíacos, fibroblastos, células endoteliais, 

mastócitos e matriz extracelular (Nag, 1980; Zak, 1984; Weber, 2000). A hipertrofia 

cardíaca se manifesta por espessamento absoluto ou relativo das paredes das câmaras, 

devido ao aumento nas dimensões dos cardiomiócitos (Anversa e cols., 1986; Cooper, 
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1987). O cardiomiócito adulto é terminalmente diferenciado, havendo poucas 

evidências de capacidade de divisão celular, em condições normais, logo após o 

nascimento (Anversa e cols., 2002). Assim, o crescimento miocárdico depende, 

fundamentalmente, da hipertrofia, isto é, do aumento do tamanho celular.  

As hipertrofias podem ser classificadas como concêntricas e excêntricas (Sponitz 

e Sonnenblick, 1973; Weber e cols., 1991). Na concêntrica, ocorre aumento de massa 

ventricular decorrente do aumento da espessura da parede, por meio da adição de 

sarcômeros em paralelo, porém com grande proliferação de fibroblastos e conseqüente 

aumento da matriz extracelular, da apoptose e da necrose tecidual (Wakatsuki e 

Schlessinger, 2004), levando à redução dos diâmetros cavitários. Isso decorre de um 

aumento de resistência à sobrecarga de pressão ou à ejeção.  

Já na hipertrofia excêntrica, promovida pelo treinamento aeróbico, ocorrendo 

também nas fases de desenvolvimento embrionário, fetal e durante a gravidez, há um 

aumento de massa do ventrículo e da espessura da parede ventricular, mas com o 

aumento dos diâmetros cavitários, em decorrência de sobrecarga de volume promovida 

pelo aumento do retorno venoso. Tal estiramento induz o cardiomiócito a adicionar 

sarcômeros em série, aumentando, dessa forma, sua força contrátil (Wakatsuki e 

Schlessinger, 2004).  

As vias de sinalização envolvidas na hipertrofia patológica são distintas da 

hipertrofia fisiológica (Mcmullen e Jennings, 2007). Algumas moléculas de sinalização, 

tais como as proteínas G, angiotensina II (Ang II), proteína kinase C e MAPKs são 

ativadas durante esse processo (Bowman e cols., 1997; Cook e cols., 1999; Geenen e 

cols., 1996). Já a proteína kinase Akt serina-treonina é uma mediadora importante na 

sinalização da fosfatidil inositol 3-kinase (PI3K), que está envolvida na regulação do 

crescimento cardíaco e função contrátil (Debosch e cols., 2006; Shiojima e Walsh, 

2006; Mcmullen e cols., 2007). A Akt é ativada por diversos estímulos extracelulares de 

forma dependente de PI3K e regula múltiplos aspectos das funções celulares, inclusive 

sobrevivência, crescimento e metabolismo (Shiojima e Walsh, 2006). Ela é necessária 

para o crescimento cardíaco fisiológico (Debosch e cols., 2006).  

Kemi e cols. (2008) sugeriram que o exercício aeróbio ativa a via de sinalização 

da Akt/mTOR do coração. Esta via parece estar envolvida no crescimento fisiológico 

deste órgão decorrente do exercício voluntário, treinamento de intensidade moderada ou 
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protocolos de natação (Godfrey e cols., 2003; Mcmullen e cols., 2003; Ceci e cols., 

2004; Latronico e cols., 2004; Debosch e cols., 2006). Em contrapartida, a hipertrofia 

patológica induzida pela sobrecarga desativa a via da Akt/mTOR (Kemi e cols., 2008) e 

está associada com a reexpressão de genes fetais (Frey e Olson, 2003) tais como o 

peptídeo atrial natriurético (ANP) e peptídeo natriurético tipo B (Mcmullen e Jennings, 

2007).  

O exercício causa hipertrofia cardíaca que é conhecida como “coração de atleta” 

(Raskoff e cols., 1976; Lauschke e Maisch, 2009). É uma hipertrofia cardíaca 

fisiológica, sem alterações no conteúdo de colágeno (Lattanzi e cols., 1992; Di Bello e 

cols., 1997), que é induzida por uma resposta adaptativa benéfica no sistema 

cardiovascular; diminuição da freqüência cardíaca em repouso, redução da freqüência 

cardíaca durante o exercício submáximo e aumento no tempo de enchimento do coração 

e retorno venoso. Essas adaptações podem ajudar a satisfazer o aumento na demanda 

cardíaca durante o exercício e manter e/ou aumentar a função cardíaca em condições de 

repouso (Shapiro e Smith, 1983; Mockel e Stork, 1996; Richey e Brown, 1998).  

O peptídeo natriurético cerebral (BNP) foi originalmente isolado do cérebro de 

mamíferos (Sudoh e cols., 1988; Kojima e cols., 1989) e atua como um homônio 

cardíaco, semelhantemente ao peptídeo natriurético atrial (Mukoyama e cols., 1991). O 

BNP é sintetizado pelos ventrículos e sua expressão é induzida nos casos de sobrecarga 

ventricular e hipertrofia (Ogawa e cols., 1991; Iso e cols., 1997). Além disso, tem 

mostrado ser um fator de risco para eventos cardiovasculares na hipertensão (Suzuki e 

cols., 2002). Essas observações nos sugerem o possível envolvimento deste peptídeo na 

patofisiologia de cardiomiopatias hipertróficas. 

Os mecanismos de contração do coração podem ser afetados durante o processo 

de instalação da hipertensão e conseqüente hipertrofia cardíaca. Os canais de Ca2+ 

voltagem-dependentes que participam da função contrátil dos cardiomiócitos foram 

inicialmente identificados por Fatt e Katz, em 1953 (Fatt e Katz, 1953). Posteriormente, 

Hagiwara e cols. (1975) sugeriram a classificação dos canais em dois tipos distintos, de 

acordo com suas propriedades eletrofisiológicas: canais de Ca2+ de baixa e alta 

voltagem. De acordo com as propriedades farmacológicas e biofísicas dos canais de 

Ca2+, eles podem ainda ser subdivididos em diversos tipos: tipo-T, tipo-L, tipo-N, tipo 

P/Q e tipo-R (Kamp e Hell, 2000). 
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O canal de Ca2+ do tipo-T, que é classificado como de baixa voltagem, se abre 

quando o potencial de membrana está baixo e se inativa rapidamente. Os canais do tipo-

L são freqüentemente denominados “receptores dihidropiridina” (DHPR) e predominam 

nos ventrículos. Em cardiomiócitos estão presentes os canais do tipo T e L (Bers, 2002). 

Em miócitos cardíacos a corrente de Ca2+ através dos canais do tipo-L (ICa) é o 

principal caminho para o influxo deste íon proveniente do espaço extracelular para o 

citoplasma; a ICa induz a contração do músculo cardíaco e regula sua força contrátil 

(Bers, 2002; Bers e Despa, 2006; Richard e cols., 2006). A fosforilação dos canais de 

Ca2+ do tipo-L aumenta a corrente de Ca2+ no retículo sarcoplasmático (Hussain e 

Orchard, 1997; Delprincipe e cols. 2001; Magyar e cols., 2011). 

O retículo sarcoplasmático (RS) é um sistema de membranas intracelulares em 

células do músculo cardíaco que tem um papel fundamental no acoplamento excitação-

contração cardíaco (Frank e cols., 2003).  

O canal de liberação de Ca2+ do RS (ou receptor de rianodina, RyR2) é um 

componente fundamental no mecanismo de excitação-contração (EC) cardíaco. A 

liberação do Ca2+ advindo do RS através dos canais de RyR2 inicia o processo de 

contração do coração. Os canais de RyR2 tem três sítios de fosforilação bem definidos: 

Ser2030 (Xiao e cols., 2005), Ser2809 e Ser2815, embora possam haver outros (Rodriguez e 

cols., 2003). Ser2030 e Ser2809 são fosforilados por PKA (Rodriguez e cols., 2003) e 

Ser2815, pela proteína kinase II dependente de Ca2+/calmodulina (CaMKII) (Wehrens e 

cols., 2004). 

Três isoformas de canais de RyR em mamíferos codificadas por genes 

específicos foram identificadas e clonadas. RyR2 é a isoforma predominante no coração 

e está diretamente envolvida no mecanismo de EC (Tunwell e cols., 1996). Os canais de 

RyR são tetrâmeros de alto peso molecular localizados na membrana do RS (Takeshima 

e cols., 1989; Otsu e cols., 1990). São caracterizados por enormes domínios N-terminais 

protusos através do citosol. Muitos dos canais modulatórios se ligam a esse domínio 

citoplasmático, incluindo calmodulina (Fruen e cols., 2000, Balshaw e cols., 2001), a 

calstabina 2 (FKBP 12.6) (Brillantes e cols., 1994; Marx e cols., 2001), proteína kinase 

A (PKA) (Marx e cols., 2000), proteínas fosfatases PP1 e PP2A e sorcina (Meyers e 

cols., 1995; Marx e cols., 2000). Os canais de RyR também ligam proteínas à superfície 

luminal do RS. 
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As proteínas FK são imunofilinas e são assim nominadas baseadas na ligação 

com o imunosupressor tacrolimus (originalmente denominado FK506) (Brillantes e 

cols., 1994). No músculo cardíaco estão presentes as isoformas FKBP12 e FKBP12.6 

(Timerman e cols., 1993; Timerman e cols., 1996), sendo esta a moduladora-chave da 

função do canal de RyR2 (Wehrens e cols., 2005; Yano e cols., 2005). A FKBP12.6 é 

uma proteína de estabilização dos canais de Ca2+ que se liga aos canais de RyR2 em 

cada monômero. Durante a fase de repouso do mecanismo de contração (diástole) essa 

proteína mantém o canal em seu estado fechado (Brillantes e cols., 1994; Wehrens e 

cols., 2003), prevenindo a excessiva liberação de Ca2+. Um dos fatores que poderiam 

levar a essa dissociação é a fosforilação do resíduo Ser2809 pela PKA (Ahern e cols., 

1994; Brillantes e cols., 1994; Kaftan e cols., 1996). Entretanto, alguns investigadores 

encontraram que a FKBP12.6 ainda se liga ao canal de RyR2 após essa fosforilação 

(Stange e cols., 2003; Xiao e cols., 2004). 

As proteínas fosfatases se ligam ao canal de RyR2, via proteínas específicas: a 

PP1 utiliza a esfinofilina e a PP2A, a PR130 (Allen e cols., 1997; Marx e cols., 2001). 

Terentyev e cols. (2003) sugeriram que a PP1 aumenta a atividade do canal de RyR2, 

mas a maioria dos estudos relata que essa proteína reduz sua atividade (Sonnleitner e 

cols., 1997; Carr e cols., 2002; DuBell e cols., 2002; Santana e cols., 2002). A aplicação 

da PP1 e PP2A para permeabilizar miócitos levou a uma ativação aguda de Ca2+, 

seguida pela deleção do conteúdo do íon do RS (Terentyev e cols., 2003), sugerindo que 

a depressão do acoplamento EC pelas fosfatases pode envolver a depleção dos estoques 

de Ca2+ no RS, devido à ativação dos canais de RyR2. Além disso, as fosfatases têm 

mostrado aumentar a atividade dos canais de RyR2 em alguns (Terentyev e cols., 2003; 

Carter e cols., 2006), mas não em todos os canais estudados (Hain e cols., 1994). 

Todavia, o mecanismo preciso de ação de PP1 e PP2A no manejo do Ca2+ intracelular 

ainda necessita de mais investigações. 

Os canais de RyR2 no músculo cardíaco são ativados pelo influxo de Ca2+ 

através dos canais de Ca2+ do tipo L (CCTL). A ativação do limiar de aproximadamente 

10−8 e 10−7 M abre os canais de RyR2, sendo que sua ativação máxima ocorre entre 10−6 

e 10−5 M e declina com o aumento nas concentrações e inibição máxima a 

aproximadamente 10−2 M de Ca2+ (Meissner, 2002).  
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Após a despolarização da membrana do cardiomiócito, os CCTL são ativados na 

membrana do sarcolema atingindo os túbulos transversos (TT). O influxo subseqüente 

de Ca2+ muito maior que o efluxo através dos canais de RyR2 no RS desencadeia um 

processo denominado “liberação de Ca2+ induzida por Ca2+”. Durante a sístole, um 

aumento de cerca de dez vezes na concentração intracelular de Ca2+ resulta na formação 

de pontes cruzadas entre actina e miosina após a ligação do Ca2+ com a troponina C 

(TnC). A troponina T (TnT) interage com a tropomiosina e esta então disponibiliza para 

ligação os sítios de ligação da miosina presentes na actina. A ligação do Ca2+ em um 

único sítio da troponina C cardíaca (TnCc) reforça a afinidade da TnC com a troponina I 

(TnI) e favorece o movimento do complexo troponina-tropomiosina. Com ATP 

suficiente, ocorre o deslizamento dos miofilamentos. Esse processo permite a contração 

muscular (Gordon, 2000). As fases da contração (sístole e diástole) são intimamente 

controladas pelo estado funcional dos canais de Ca2+ voltagem-dependentes, RyRs, 

TnC, TnI, SERCA, FLB, NCX e outras proteínas (Sheehan e cols., 2007). 

A estimulação catecolaminérgica do coração, resultante da ativação do sistema 

nervoso simpático durante o estresse, está ligada à fosforilação do canal de RyR2, no 

resíduo Ser2808 por PKA e, tem um papel importante durante o rápido aumento da 

liberação de Ca2+ no momento do acoplamento EC (Gomez e cols., 1997). 

A liberação pontual de Ca2+ seguida de sua rápida absorção, fenômeno 

conhecido como “Ca2+ spark”, é o resultado da abertura simultânea de um grupo de 

canais de RyR2 (Cheng e cols., 1993). Atualmente, acredita-se que o Ca2+ spark possa 

ser desencadeado por 3 mecanismos: abertura de 1 ou mais CCTL, durante um potencial 

de ação, através do processo de liberação de  Ca2+ induzida pelo Ca2+; por aberturas 

espontâneas do canal de rianodina, principalmente quando a carga de Ca2+ no retículo 

está alta; e através da difusão do íon nas proximidades das unidades de liberação de 

Ca2+ que acabaram de lançá-lo para fora do retículo sarcoplasmático (Rovetti e cols., 

2010). O “Ca2+ spark” constitui um evento elementar do acoplamento excitação-

contração cardíaco (Cheng e Lederer, 2008). Em geral são recrutadas de 4 a 6 canais de 

RyR2, embora 12% dos eventos sejam provocados pela abertura de um único canal 

(Wang e cols., 2004). 

Para facilitar a coordenação da liberação de Ca2+ induzida por Ca2+, grupos de 

canais de RyR2 são localizados em áreas estratégicas na membrana do RS (conhecidas 
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como Unidades de Liberação de Cálcio), diretamente adjacentes aos CCTL, dentro dos 

TT do sarcolema (Franzini-Armstrong e cols., 1999; Yin e Lai, 2000). Nas 

concentrações diastólicas de Ca2+, a TnI inibe a interação entre alguns monômeros de 

actina e miosina (Layland e cols., 2005). O influxo de Ca2+ através dos CCTL ativa os 

canais de RyR2 próximos, os quais são acoplados funcionalmente (Marx e cols., 2001), 

induzindo a liberação sincronizada do Ca2+ (Cheng e cols., 1993; Bers, 2002). Essa 

liberação gera uma concentração transitória de Ca2+ intracelular suficiente para induzir a 

contração. O aumento na concentração do Ca2+ citosólico durante a contração é 

imediatamente seguido de sua remoção, resultando na desativação da maquinaria 

contrátil e relaxamento miocárdico durante a diástole. O Ca2+ citosólico é bombeado de 

volta para o RS pela SERCA2a. Esta bomba controla o processo de contração e 

relaxamento do cardiomiócito e a fosfolamban (FLB) regula sua atividade. A SERCA2a 

utiliza a energia fornecida pela hidrólise do ATP para transportar o Ca2+ através da 

membrana. Dois íons Ca2+ são transportados para cada molécula de ATP hidrolisada 

(Simmerman e Jones, 1998; MacLennan e Kranias, 2003). 

Em sua forma não-fosforilada, a FLB inibe a atividade da SERCA2a; a 

fosforilação da FLB reverte a inibição. O Ca2+ também é transportado para fora da 

célula via NCX1. Em ratos, 7% do Ca2+ são removidos pelo NCX1, 92% pela 

SERCA2a e o restante (1%) por sistemas mais lentos (Bers, 2002).  

No coração, a atividade da SERCA2a é regulada por duas pequenas proteínas de 

baixo peso molecular: a FLB (Maclennan e cols., 2003; Vangheluwe e cols., 2005; 

Bhupathy e cols., 2007) e a sarcolipina (Vangheluwe e cols., 2005; Vangheluwe e cols., 

2006; Bhupathy e cols., 2007).  

A fosfolamban é uma proteína integral de membrana que consiste de 52 

aminoácidos e se expressa predominantemente no músculo cardíaco e em pequenas 

quantidades no músculo esquelético de contração lenta, músculo liso e células 

endoteliais (Lalli e cols., 1997; Sutliff e cols., 1999). Ela pode ser fosforilada em 3 

sítios distintos após uma estimulação adrenérgica: no resíduo Ser16 pela PKA e no 

resíduo Thr17 pela CAMKII. Edes e Kranias (1990) mostraram que a fosforilação no 

resíduo Ser10 pela PKC não é fisiologicamente relevante (Edes e Kranias, 1990). A 

fosforilação da FLB no resíduo Ser16 pela PKA (Simmerman e cols., 1986) e 

conseqüente ativação da SERCA2a, permite a rápida captação do Ca2+ de volta para o 
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RS, potencializando a cinética do relaxamento e fornecendo conteúdo adicional de Ca2+ 

para a próxima liberação. Posteriormente, com o aumento de Ca2+ intracelular e níveis 

celulares ótimos de AMPc (Napolitano e cols., 1992) a CaMKII é ativada e causa 

fosforilação da FLB no resíduo de Thr17, levando também à ativação da SERCA2a. A 

fosforilação da FLB no resíduo Ser16 ocorre rapidamente após a estimulação 

adrenérgica e permite a fosforilação no resíduo Thr17, subseqüente ao aumento do Ca2+ 

intracelular (Kuschel e cols., 1999). A defosforilação da FLB pode contribuir para o 

acúmulo de Ca2+ no RS, resultante da deficiência no transporte deste íon pela SERCA2a 

na presença de fosfatases (Macdougall e cols. 1991; Steenaart e cols. 1992). 

Alguns estudos mostram que a FLB defosforilada age como uma inibidora da 

SERCA2a e que a fosforilação induz um aumento substancial no transporte de Ca2+ em 

quatro vezes ou mais (Maclennan e Kranias, 2003; Mattiazzi e cols., 2005). 

Estudos imunohistológicos têm mostrado que os CCTL estão localizados 

predominantemente nos túbulos T (Brette e Orchard, 2003), na proximidade dos canais 

de RyR2 (Scriven e cols., 2000), na díade: na região juncional, onde o influxo de Ca2+ 

leva à liberação de Ca2+ pelo RS. Essas proteínas parecem estar localizadas nos 

elementos transversos do sistema de túbulos T (Chen-Izu e cols., 2006), sugerindo uma 

homogeneidade também dentro deles. O tamanho da junção pode diferir em diferentes 

regiões da célula (Inoue e Bridge, 2005). Os miócitos advindos de corações debilitados 

têm reduzido conteúdo de Ca2+ no RS e um transiente sistólico de Ca2+ que é menor 

quando comparado aos de miócitos controle (Orchard e Brette, 2008). 

Na década de 70, a calsequestrina foi extraída do RS pela primeira vez por 

MacLennan e Wong (1971). Seu nome é devido a sua capacidade de sequestrar Ca2+ 

dentro do RS (MacLennan e Wong, 1971). A CSQ é uma proteína importante para o 

armazenamento de Ca2+ no RS, mas tem também papel crucial no controle e na 

estabilização do estoque deste íon (Terentyev e cols., 2003).  

Em humanos há dois tipos de CSQ codificadas por 2 diferentes genes: CSQ1, 

presente em fibras de contração rápida, e CSQ2, expressa no coração e em fibras de 

contração lenta. Esta última se ancora ao canal de RyR2 pela triadina e junctina e assim, 

se forma o complexo de liberação de Ca2+ do RS (Zhang e cols., 1997). As porções 

monoméricas de CSQ2 parecem ser responsáveis pela função regulatória da proteína 

(Qin e cols., 2008). 
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A CASQ2 inibe a atividade do canal de RyR2 a baixas concentrações de Ca2+ 

luminal, e essa inibição é cessada quando essas concentrações aumentam (Gyorke e 

Terentyev, 2008). Embora esse efeito direto da CASQ2 no canal de RyR2 esteja 

descrito, de acordo com muitos achados, as interações dessa proteína dependentes de 

Ca2+ com RyR2 são mediadas pelas proteínas integrais de membrana triadina e/ou 

junctina. De acordo com Gyorke e Terentyev (2008), a CASQ2 modula a função dos 

canais de RyR2 da seguinte maneira: quando a [Ca2+] no RS é baixa, a CASQ2 se liga a 

triadina e/ou junctina e inibe a atividade do canal; com a carga de Ca2+ restaurada, o 

aumento da [Ca2+] no RS inibe a ligação da CASQ2 com as proteínas de membrana, 

liberando a atividade do canal de RyR2 (Gyorke e Terentyev, 2008). 

Em um estudo utilizando um treinamento de baixa intensidade em esteira, 

observou-se o aumentou da expressão de proteínas envolvidas na mobilização do Ca2+ 

em camundongos knockout para os adreno-receptores α2A e α2C (α2A/α2CARKO), nos 

quais a liberação de noradrenalina circulante leva à hiperatividade simpática, resultando 

em um quadro de insuficiência cardíaca. Aos 7 meses de idade, quando os animais 

apresentavam insuficiência cardíaca severa, o exercício restaurou os níveis de expressão 

do NCX1, SERCA2a e FLB, além de restaurar os níveis de fosforilação em ambos os 

resíduos Ser16 e Thr17, em relação ao controle. Isso resultou na melhora da função 

ventricular esquerda (Rolim e cols., 2007). 

Um efeito importante das modificações gênicas do miocárdio com hipertrofia 

patológica é a redução da expressão de genes envolvidos na homeostase intracelular de 

íons, como, por exemplo, a redução nos níveis de SERCA2a. Além disso, essa enzima 

sofre efeito inibitório adicional da FLB, que permanece defosforilada. Esse conjunto de 

efeitos contribui para a elevação da concentração de Ca2+ citosólico na diástole, 

explicando o retardo de relaxamento do miocárdio hipertrofiado (Matsubara e 

Matsubara, 2003). 

 

Apesar de existirem poucos trabalhos que abordem os efeitos do exercício físico 

sobre a expressão de proteínas envolvidas no gerenciamento do cálcio em 

cardiomiócitos de animais hipertensos, a maioria deles mostra efeitos benéficos da 

prática regular de exercício para a melhora da mobilização deste íon no coração. Visto 

isto, a meta deste trabalho foi avaliar os efeitos da natação na expressão de RNAs 
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mensageiros destas proteínas no tecido cardíaco de ratos com hipertensão renovascular 

2R1C. 

 

 
Figura 1: Desenho ilustrativo mostrando a participação de algumas proteínas no processo de 

contração e relaxamento do cardiomiócito.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 

 

2.0.  OBJETIVOS 

 

2.1. Geral: 

Avaliar os efeitos do treinamento aeróbico em natação sobre a expressão de 

RNAs mensageiros de proteínas reguladoras de Ca2+ no músculo cardíaco de ratos com 

hipertensão renovascular 2R1C. 

 

2.2. Objetivos Específicos: 

 

Avaliar:  

• Os efeitos da natação sobre a pressão arterial média e frequência cardíaca basais, 

em ratos Fischer normotensos e com hipertensão 2R1C. 

• As alterações no peso do coração de ratos Fischer normotensos e com 

hipertensão 2R1C sedentários e submetidos ao exercício físico. 

• Através de análises histológicas alterações na morfologia cardíaca em ratos 

Fischer normotensos e com hipertensão 2R1C sedentários e submetidos ao 

exercício físico. 

• Os níveis de expressão de RNAs mensageiros de SERCA2a, fosfolamban, 

NCX1, calsequestrina e BNP em ratos Fischer normotensos e com hipertensão 

renovascular 2R1C sedentários e submetidos ao exercício físico. 
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3.0.  METODOLOGIA 

 

3.1. Animais 

 

 Neste estudo foram utilizados ratos Fischer, pesando entre 150 e 200 gramas, 

provenientes do Laboratório de Nutrição Experimental da Escola de Nutrição da 

Universidade Federal de Ouro Preto. Os animais foram mantidos em caixas plásticas, 

sendo quatro animais por caixa, receberam água e ração ad libitum, em ambiente com 

ciclo claro/escuro de 12 horas (das 6:00 às 18:00h). Todos os protocolos realizados 

foram devidamente aprovados pelo Comitê de Ética em pesquisa da Universidade 

Federal de Ouro Preto (protocolo no 2010/45), conforme anexo I. Os animais foram 

pesados antes da cirurgia e da última sessão de treino do protocolo. 

 

3.2. Desenho Experimental 

 

Tabela 1: Representação das etapas dos experimentos. 

1º dia Após 4 dias Após 6 

semanas 

Após 24 

horas 

Sóleo Ventrículo 

esquerdo 

Rins 

Cirurgias 

SHAM  

e  

2R1C  

 

Início do 

protocolo 

de natação 

(gupos SED 

e EX) 

Canulação  

da artéria 

femoral 

PA e FC, 

eutanásia e 

retirada de 

órgãos  

Atividade 

da citrato 

sintase 

Western 

Blot, 

histologia e 

PCR em 

tempo real 

Peso 

seco 

 

 

3.3. Cirurgia para desenvolvimento da Hipertensão Renovascular 

 Para induzir a hipertensão arterial foi utilizado o método 2 rins 1 clipe (2R1C) 

descrito por Goldblatt e cols. (1934). Os ratos foram submetidos a 24 horas de jejum 

com consumo livre de água. No dia da cirurgia, os animais foram anestesiados com uma 

solução de Ketamina e Xilasina (50 mg/Kg e 10 mg/Kg, ip, respectivamente), colocados 

em decúbito dorsal em uma prancha cirúrgica e submetidos à tricotomia e assepsia na 

região abdominal com álcool iodado. Logo abaixo do processo xifóide foi feita uma 
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incisão mediana de 4 a 6 cm. Foram colocados refratores bilateralmente na incisão 

cirúrgica e as alças intestinais foram retraídas. Em seguida, a artéria renal foi isolada 

com o auxílio de pinças e cotonetes. Um clipe de prata 950 (contendo 5% de liga de 

cobre e com ótimo grau de dureza) apresentando 8 mm de comprimento e 2 mm de 

largura, em forma de U, cuja abertura era previamente fixada através do uso de um 

calibrador, foi colocado ao redor da artéria renal. O grau de constrição do clipe 

escolhido foi de 0,20 mm de diâmetro interno, diâmetro este que se mostrou mais 

eficiente para obtenção do índice PA > 130 mmHg (nível de pressão escolhido para 

selecionar os animais hipertensos) (Britto e cols., 1997 e Wang e cols., 2005). 

 Outro grupo de animais foi submetido à cirurgia fictícia (SHAM), que consistia 

na realização de todos os procedimentos acima, exceto a colocação do clipe de prata em 

torno da artéria renal. Estes animais SHAM foram utilizados como controle 

(normotensos).   

Em todos os animais foi feita a sutura no abdômen, envolvendo com pontos 

contínuos a camada muscular e pontos separados, a pele. Ao final dos procedimentos 

cirúrgicos, em todos os animais foi administrado antibiótico (0,01 ml/100 g do peso 

corporal - pentabiótico veterinário da marca Fort Dodge).   

 

3.4. Protocolo de exercício físico 

Após quatro dias da cirurgia, os animais foram divididos em dois grupos 

experimentais: ratos sedentários e ratos submetidos ao exercício físico (natação sem 

carga). Os animais foram submetidos ao treinamento de natação sem carga, por este ser 

considerado um modelo descrito na literatura de indução de hipertrofia cardíaca 

fisiológica em ratos e camundongos (Evangelista e cols., 2003). 

No primeiro dia de treino aeróbico em natação, a sessão durou 20 minutos, no 

segundo, 40 e do terceiro ao trigésimo (6 semanas), a duração foi de 60 minutos, 5 dias 

por semana. 

Os grupos de animais sedentários foram colocados em baldes (4 ratos por balde) 

com água rasa (±15 cm de altura, em temperatura de 30±2ºC), para que os mesmos 

fossem semelhantemente manipulados e expostos às condições de estresse dos grupos 

exercitados. No primeiro dia foram mantidos em água rasa por 20 minutos e do segundo 

ao trigésimo dia, por 40 minutos, 5 vezes por semana. No caso dos animais exercitados, 
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a natação foi realizada em um tanque adaptado com 12 divisórias de 38 por 60 cm de 

largura e 50 cm de profundidade e a temperatura da água era mantida em 30 ± 2ºC, 

através do uso do termostato. 

 

3.5. Atividade da citrato sintase 

Após o sacrifício dos animais, os músculos sóleos esquerdosforam retirados para 

a dosagem da atividade máxima da enzima citrato sintase (CS). A CS catalisa a reação 

entre acetil coenzima A (acetil CoA) e ácido oxalacético, para formar ácido cítrico. A 

hidrólise do thioester de acetil CoA resulta na formação de coenzima A com um grupo 

thiol. Este, por sua vez, reage com DTNB [5,5-dithiobis-(2-ácido nitrobenzóico)] para 

formar TNB (5-thio-2-ácido nitrobenzóico). O produto de cor amarela é observado 

espectrofotometricamente pela mensura da absorbância a 412 nm. Para a dosagem da 

atividade, foi utilizado o Citrate Synthase Assay Kit (Catálogo CS0720, Sigma 

Aldrich). Todos os procedimentos estão descritos no manual do kit. 

A escolha do músculo sóleo deveu-se ao fato deste ter uma grande quantidade de 

fibras vermelhas (aproximadamente 95%), as quais caracterizam o uso predominante da 

via oxidativa. 

 

3.6. Confecção de Cânulas Vasculares 

Cânulas foram confeccionadas a partir de 4 cm de tubos de polietileno PE 10, 

polimerizados por aquecimento e 16 cm de tubos de polietileno PE 50.  O interior das 

cânulas foi preenchido com uma solução salina (NaCl, 0,9%) e a extremidade livre de 

PE 50 foi fechada com um oclusor metálico antes das canulações. 

 

3.7. Registro Direto da PAM e FC 

Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados com os ratos anestesiados. 

Após 42 dias do início da AF, os animais 2R1C e SHAM foram anestesiados com 

Ketamina e Xilasina (50 mg/Kg e 10 mg/Kg, ip, respectivamente). 

Para registro dos parâmetros cardiovasculares realizou-se uma pequena incisão 

na pele, separando a musculatura para localização do feixe vásculo-nervoso femoral.  A 

cânula foi introduzida na aorta abdominal, via artéria femoral previamente heparinizada, 

para registro direto da pressão arterial média (PAM), pressão arterial pulsátil (PAP) e 
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freqüência cardíaca (FC). Para facilitar o manuseio com o animal acordado, as cânulas 

foram dirigidas pelo tecido subcutâneo por meio de um trocáter, e exteriorizados no 

dorso do animal. Após esse procedimento os ratos foram mantidos em gaiolas 

individuais, com água e ração ad libitum. 

A avaliação dos diferentes parâmetros cardiovasculares (PAM e FC) foi 

realizada através do registro direto da PA, através das canulações arteriais dos ratos 

acopladas ao sistema computadorizado de aquisição de dados (Powerlab). O registro da 

PA foi feito 24 h após a canulação da artéria femoral, com injeções de heparina na 

cânula antes da conexão junto ao transdutor. 

A PA foi monitorada por um transdutor de pressão modelo Gould, conectado a 

um amplificador (PM-1000, CWE).  O sinal de pressão arterial pulsátil foi derivado 

para um cardiotacômetro (PM-1000,CWE) para se obter a FC.  A PAP e a FC foram 

continuamente amostradas por um sistema de conversão analógico/ digital de 12 bits 

(Powerlab 4/ 20), a uma freqüência de 800 Hz e armazenados em disco rígido.  

Posteriormente, o sinal foi processado por um software (Powerlab 4/ 20) para se obter a 

PAM, as características temporais e as alterações máximas dos parâmetros desejados.  

Simultaneamente, a PAM e a FC foram calculadas a partir de pulsos de PA.  Essas 

variáveis foram apresentadas simultaneamente em canais distintos no monitor e 

armazenadas em disco rígido do computador. 

 

3.8. Coleta de Órgãos e Tecidos e Análise Histológica  

 Ao término dos experimentos in vivo, os animais foram sacrificados por 

decaptação, submetidos a uma laparotomia mediana para ressecção dos tecidos. Em 

necropsia, rins, coração e tíbia esquerda foram coletados.   

Durante a primeira fase do trabalho, o coração foi pesado (peso úmido) e os rins 

desidratados em estufa e pesados (peso seco). Utilizando-se um paquímetro analógico, a 

tíbia foi medida em seu comprimento (mm).  

Para as análises histológicas do ventrículo esquerdo (ápice), fragmentos não 

excedentes a 01 cm de espessura dos tecidos foram fixados em formalina e processados 

por técnicas histopatológicas de rotina. Estes órgãos foram desidratados, diafanizados, 

embebidos e emblocados em parafina. Secções parafinadas de aproximadamente quatro 

micrômetros de espessura foram obtidas através de técnicas de microtomia, fixadas em 
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lâminas de vidro tratadas com albumina. As lâminas obtidas foram coradas pela técnica 

da Hematoxilina/Eosina (HE) para avaliações das principais de alterações estruturais.  

Foram realizadas avaliações quantitativas por técnicas de morfometria digital. 

Para isso, foram obtidas 20 imagens aleatórias do tecido cardíaco no microscópio Leica 

BM5000 com câmera digital (Leica DFC 300 FX) acoplada com módulo RGB ativada 

e associada ao software de captura de imagens Leica Application Suite em objetiva 

microscópica de 40 vezes. As imagens foram analisadas no software Leica Qwin 

V.3.2.1 (Leica Switzerland).  Para a avaliação do quadro inflamatório no coração, o 

número total de células presentes no campo microscópio foi determinado pela 

contagem automática de núcleos celulares. Além disso, no coração foi avaliada a 

espessura das fibras miocárdicas através de medidas interativas, pelo desenho de uma 

reta ligando os limites celulares superior e inferior na região do núcleo. Somente fibras 

com núcleos e limites celulares visíveis foram incluídas, com total de cem 

cardiomiócitos analisados para cada animal.  

 

3.9. Extração de RNA, síntese de c-DNA e PCR em tempo real  

      O RNA total das células foi obtido com a utilização do Tri-Reagent-LS (Trizol, 

Molecular Research Center, Inc., Cincinnatti, OH, USA). Foi adicionado 1 ml do Tri-

Reagent-LS diretamente sobre parte do ventrículo esquerdo, que a seguir foi 

homogeneizado. O lisado celular foi coletado e incubado por 5 min à temperatura 

ambiente, para permitir a completa dissociação das proteínas nucleares. Adicionou-se 

134 µl de 1-bromo-3-cloropropano, e em seguida, as amostras foram agitadas 

vigorosamente por 15 segundos. As amostras foram incubadas por 15 minutos, à 

temperatura ambiente e centrifugadas a 12.000g por 15 minutos a 4°C. Após, separou-se 

o sobrenadante, que continha o RNA, o qual foi precipitado com a adição de 650 µl de 

isopropanol, por 10 minutos, à temperatura ambiente, seguido de centrifugação a 

12.000g por 35 minutos a 4oC. O sobrenadante foi removido e o RNA lavado com 1,3 

ml de etanol 75%. O RNA foi recuperado por centrifugação a 12.000g por 15 minutos a 

4oC, e a lavagem com etanol repetida, sendo as amostras colocadas a - 80oC por no 

mínimo 1 h. Após nova centrifugação, o etanol foi descartado e o precipitado de RNA 

deixado por 10 minutos à temperatura ambiente, para evaporação do excesso de etanol. 
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O RNA foi ressuspendido em 10-50µl de água tratada com dietil-pirocarbonato (H2O 

DEPC, Ambion Inc.), e tratado com DNase conforme instruções do fabricante (turbo-

DNA-freeTM, Ambion Inc.). Resumidamente, a cada amostra foi adicionado 10% de 

volume do tampão para DNase I e 1µl de DNase I. A seguir, as amostras foram 

incubadas por 30 minutos, a 37°C. Foram acrescentados 10% do volume de reagente de 

inativação (qual), seguido por incubação por 2 minutos, à temperatura ambiente. As 

amostras foram então centrifugadas a 10.000g por 2 minutos para precipitar o reagente 

de inativação (qual) com a DNase.  

A concentração de RNA foi determinada por leitura da razão OD260/ OD280 

em espectrofotômetro. A reação de transcriptase reversa (RT-PCR) foi realizada com 1 

µg de RNA total, utilizando 2µl de oligonucleotídeos randômicos (0,2ugl/µl) e 2ul de 

dNTPs (10mM), em reação com volume final de 26ul corrigido com H2O/DEPC. O 

tubo contendo essa mistura de reação foi aquecido por 5 minutos a 65oC. Imediatamente 

após a incubação, foi transferido para uma cuba com gelo, adicionando-se 8 µl de 

tampão de PCR 5x, 2ul de DTT 10mM, 2ul do inibidor de ribonuclease 40U/ul, e 2ul de 

Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen, catálogo 18080044), finalizando um 

volume de 40 µl por reação. A mistura foi homogeneizada e, após breve centrifugação, 

incubada por 3 minutos a 42oC, 5 minutos a 25oC, e 50 minutos a 50oC, sendo a reação 

inativada a 70oC por 15 minutos, e o cDNA mantido a 4oC. O cDNA sintetizado foi 

utilizado nas reações subsequentes de PCR quantitativo. 

      Para esses ensaios, foram preparadas soluções contendo os seguintes primers em 

concentração de 2ρmol/µl, cujas sequências estão representadas na tabela 2: 

calsequestrina, SERCA2a, FLB, NCX1, BNP, Mas e o normalizador 26S (Sigma 

Aldrich). Todos os primers foram desenhados no PUBMED, passando por pelo menos 

um íntron, contendo 5000 pares de bases. Uma solução contendo Platinum Supermix 

2X (100mM de KCl, 40mM de Tris-HCl, 400uM de dNTPS, PlatinumTaq DNA 

polimerase 0,1U/ul e 6mM de MgCl2, Invitrogen) complementado com 1,8ul/tubo de 

MgCl2 50mM, 1ul/tubo de dNTPs 10mM e 0,45ul/tubo de Platinum Taq polimerase 

200 U/ml e H2O foi acrescentada para completar o volume final de 30µl/poço. Essa 

solução foi aliquotada (cada alíquota suficiente para 3,5 poços) em tubos eppendorf, e o 

cDNA de cada amostra dos diferentes tratamentos descritos acima adicionado 
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(3,5µl/alíquota) a um tubo. As soluções já com cDNA foram então distribuídas nos 

poços da placa de experimento (30µl/poço). Todos os ensaios foram realizados em um 

termociclador iCycler (BioRad Laboratories), nas seguintes condições: 7 minutos a 

95oC, seguidos por 40 ciclos de 10 segundos a 95oC e 1 minuto a 60oC. 

      A análise dos dados foi feita pela comparação entre número de cópias dos poços 

controle e experimentais, ou entre diferentes tempos, obtida entre as porções de 

crescimento geométrico das curvas, passando-se uma reta denominada limiar que cruza 

essas porções. Sabendo-se o número de ciclos por onde passa a reta limiar (CT), foi 

encontrado o ∆CT que é a diferença do valor médio para o gene de interesse e para o 

RNA 26S. A seguir, foram subtraídos os valores médios encontrados para os poços 

tratados da média dos poços controle, obtendo-se o ∆∆CT. Esse valor foi colocado como 

exponencial negativo na base 2 (2-∆∆CT), obtendo-se assim o número de vezes que o 

gene foi expresso após o tratamento em questão em relação ao controle. Nos 

experimentos temporais, foi considerado controle o valor médio de menor expressão. 

(PUBMED) TM, colocar o desenho.  

Tabela 2: Sequência de bases dos primers utilizados. 

RNAm Seqüência (5’����3’) 

26S f CGATTCCTGACAACCTTGCTATG 

r CGTGCTTCCCAAGCTCTATGT 

BNP f CAGAACAATCCACGATGCAG 

r CCTTGGTCCTTTGAGAGCTG 

Calsequestrina f ATAGGCTTTGTGATGGTG 

r TACCGAGCACAGTGCTGCTT 

Fosfolamban f TGTGACGATCACAGAAGCC 

r GCAGCAGACATATCAAGATGAG 

Mas f ACTGTCGGGCGGTCATCATC 

r GGTGGAGAAAAGCAAGGAGA 

NCX1 f GTGGAGGTCTGGGAAGAATT 

r GCTTCCTCGTCATCTTGGTC 

SERCA2 f TCTGTCATTCGGGAGTGGGG 

r GCCCACACAGCCAACGAAAG 
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3.10. Análise estatística 

         As médias e os desvios-padrão referentes aos valores das variáveis estudadas 

foram comparados entre os grupos por meio da análise de variância (ANOVA), seguido 

do teste de Tukey. Essas análises foram realizadas pelo software GraphPad Prism 4. 

Foram consideradas diferenças significativas para p < 0,05. 
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4.0. RESULTADOS  

 

4.1. Atividade da citrato sintase 

A atividade da citrato sintase foi utilizada como marcador de exercício físico. O 

treinamento físico aumentou em 92% a atividade máxima da enzima citrato sintase no 

grupo SHAM EX em relação ao SHAM SED, enquanto nos animais 2R1C EX, esse 

aumento foi de 97%, conforme valores da tabela 3. A atividade da enzima está 

representada na figura 12. 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0

10

SHAM SED

SHAM EX

2R1C SED

2R1C EX

500

1500

2500

Tempo(s)

A
tiv

id
ad

e 
da

 e
nz

im
a

(µ
m

ol
e/

m
l/m

in
)

Figura 2: Atividade da enzima citrato sintase durante 90 segundos nos animais SHAM e 2R1C. 

 

Tabela 3: Atividade da enzima citrato sintase nos grupos experimentais SHAM e 

2R1C. 

 SHAM 2R1C 

 SED EX SED EX 

Atividade da 

citrato sintase 

997,3±98,5 1916±812,6* 1545±708,5 1974±310,6* 

Valores expressos em média ± desvio padrão da média.  *p<0,05 vs. SHAM SED (ANOVA 
seguida de Tukey). n= 4. 
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4.2. Parâmetros da hipertensão renovascular 

 

4.2.1. Níveis basais de PAM e FC 

 Na figura 3, observa-se que a PAM basal nos ratos 2R1C SED foi maior do que 

a dos ratos SHAM SED e SHAM EX. Os valores de PAM basal dos ratos 2R1C EX 

foram menores em relação aos dos ratos hipertensos 2R1C SED. Entre os grupos 

SHAM SED e SHAM EX não houve diferença significativa. 

Os valores basais de FC dos ratos 2R1C SED foram maiores comparados aos 

dos ratos SHAM SED e SHAM EX. Os animais 2R1C EX apresentaram redução na FC 

em relação aos animais 2R1C SED (fig. 4). 
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Figura 3: Pressão arterial basal em ratos SHAM e 2R1C. 

*p<0,005 vs. SHAM SED.  #p<0,005 vs. SHAM EX. †p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA 

seguida de Tukey). n= 10, 9, 6 e 6. 
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Figura 4: Frequência cardíaca basal em ratos SHAM e 2R1C. 

*p<0,005 vs. SHAM SED.  #p<0,005 vs. SHAM EX. †p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA 

seguida de Tukey). n= 10, 9, 6, 6. 

 
 

4.2.2. Massa seca dos rins 

A figura 5 mostra que houve diferença significativa na massa seca relativa do 

rim esquerdo (clipado) e rim direito dos animais 2R1C SED em relação ao grupo EX, 

bem como em relação ao grupo SHAM SED. 

Os valores de percentual de redução dos animais 2R1C EX foram similares aos 

dos SHAM EX. Entretanto, os valores de percentual de redução dos animais 2R1C SED 

foram significativamente maiores do que os valores dos animais SHAM SED (fig. 6). 
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Figura 5: Massa seca do rim relativa ao comprimento da tíbia. 

*p<0,05 vs. SHAM EX (RE). #p<0,005 vs. 2R1C SED (RD). †p<0,005 vs. 2R1C EX (RD) 

(ANOVA seguida de Tukey). n= 10, 9, 6, 6. RE: Rim Esquerdo; RD: Rim Direito. 
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Figura 6: Percentual de redução da massa seca do rim esquerdo relativo ao comprimento da 

tíbia. 

*p<0,05 vs. SHAM SED (ANOVA seguida de Tukey). n= 10, 9, 6, 6. 
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4.2.3. Massa úmida do coração 

A figura 7 e a tabela 2 mostram a relação entre a massa úmida do coração e o 

comprimento da tíbia dos animais 2R1C e SHAM. Os animais SHAM EX apresentaram 

maiores valores em relação ao grupo SHAM SED. O grupo 2R1C SED apresentou 

aumento significativo nos valores em relação ao grupo SHAM SED, enquanto os 

animais 2R1C EX também mostraram maiores valores em relação ao grupo SHAM 

SED. Entretanto, os valores de massa úmida relativa do coração dos animais 2R1C EX 

foram semelhantes aos dos animais 2R1C SED.  
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Figura 7: Massa úmida do coração relativa ao comprimento da tíbia. 

*p<0,05 vs. SHAM SED (ANOVA seguida de Tukey). n= 10, 9, 6, 6. 

 

 

4.3. Avaliação histológica do coração 

 A figura 8 apresenta a área do ventrículo esquerdo e observa-se que não houve 

diferença entre os quatro grupos experimentais (p>0,05) (SHAM e 2R1C). 

A figura 9 mostra os resultados da contagem de células no ventrículo esquerdo 

de ratos SHAM e 2R1C.  Os animais SHAM EX, 2R1C SED, 2R1C EX apresentaram 

menor número de células em uma mesma área em relação aos animais SHAM SED. Já 
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os grupos SHAM EX e 2R1C SED tiveram menor número de células em relação aos 

animais 2R1C EX. 

Em relação à espessura, observa-se na figura 10 que os animais SHAM EX 

apresentaram valores maiores em comparação aos SHAM SED. Em contrapartida, o 

grupo 2R1C EX apresentou valores diferentes em relação aos demais grupos (SHAM 

SED, SHAM EX e 2R1C SED) (fig. 10). Na figura 11, observamos fotomicrografias do 

ventrículo esquerdo dos grupos experimentais SHAM e 2R1C. 
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Figura 8: Área total analisada do ventrículo esquerdo nos grupos SHAM e 2R1C.  

p>0,05 (ANOVA seguida de Tukey). n= 10, 9, 6, 6. 
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Figura 9: Total de células inflamatórias em uma mesma área do ventrículo esquerdo nos grupos 

experimentais SHAM e 2R1C. 

*p<0,05 vs. SHAM SED. #p<0,01 vs. SHAM EX. †p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida 

de Tukey). n= 10, 9, 6, 6. 
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Figura 10: Espessura das fibras cardíacas nos grupos experimentais SHAM e 2R1C. *p<0,05 

vs. SHAM SED. #p<0,005 vs. SHAM EX. †p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida de 

Tukey). n= 10, 9, 6, 6. 
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Figura 11: Fotomicrografias representativas do ventrículo esquerdo dos ratos e 2R1C. 

Hematoxilina Eosina. Barra= 25micrômetros (µm). 

 

   

4.4. Expressão de RNAm de BNP em cardiomiócitos 

 Na figura 15, observa-se que em animais 2R1C SED e 2R1C EX houve aumento 

na expressão de RNAm de BNP, em relação aos animais SHAM SED. Os animais 

2R1C EX apresentaram redução na expressão desse marcador em relação aos animais 

2R1C SED. Na tabela 4, estão representados os valores das médias e desvios-padrão dos 

grupos experimentais. 

 



29 

 

SED EX SED EX
0

1

2

3

4

5 *

*

#

†

SHAM 2R1C

E
xp

re
ss

ão
 r

el
at

iv
a

 
Figura 12: Níveis de expressão relativa de RNAm de BNP nos animais SHAM e 2R1C.  

*p<0,05 vs. SHAM SED.  #p<0,005 vs. SHAM EX. †p<0,005 vs. 2R1C SED.  (ANOVA 

seguida de Tukey). n= 6 para todos os grupos. 

 

Tabela 4: Expressão relativa do brain natriuretic peptide nos grupos experimentais. 

 SHAM 2R1C 

 SED EX SED EX 

Expressão 

relativa 

0,4786±0,1989 0,5924±0,5235 4,595±0,8966*# 1,834±1,029*† 

Valores expressos em média ± desvio padrão da média.  *p<0,05 vs. SHAM SED.  #p<0,005 vs. 
SHAM EX. †p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida de Tukey). n= 6 para todos os grupos. 
 
 

4.5. Expressão de proteínas envolvidas na mobilização do cálcio no tecido cardíaco 

 

4.5.1. SERCA2a 

Na figura 16, observa-se que os níveis de SERCA2a aumentaram em animais 

SHAM submetidos ao exercício em comparação aos animais SHAM sedentários. Já no 

grupo 2R1C SED, houve redução na expressão em comparação aos animais SHAM EX. 
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Os animais 2R1C EX apresentaram aumento na expressão de RNAm da 

SERCA2a em comparação aos animais SHAM SED e 2R1C SED. A tabela 5 ilustra os 

valores das médias e desvios-padrão dos grupos SHAM e 2R1C. 
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Figura 13: Níveis de expressão relativa de RNAm de SERCA2a nos grupos experimentais 

SHAM e 2R1C.  

*p<0,005 vs. SHAM SED. #p<0,005 vs. SHAM EX. †p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida 

de Tukey). n= 6 para todos os grupos. 

 

 

Tabela 5: Expressão relativade RNAm da SERCA2a nos animais SHAM e 2R1C. 

 SHAM 2R1C 

 SED EX SED EX 

Expressão 

relativa 

10,04±3,170 41,08±9,599* 12,08±2,153# 35,75±6,590# † 

Valores expressos em média ± desvio padrão da média.  *p<0,005 vs. SHAM SED. #p<0,005 

vs. SHAM EX. †p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida de Tukey). n= 6 para todos os 

grupos. 
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4.5.2. Fosfolamban 

 De acordo com a figura 17 e a tabela 6, observa-se que o exercício físico foi 

capaz de aumentar os níveis de expressão da fosfolamban no grupo SHAM em relação 

aos sedentários. Nos animais hipertensos sedentários houve uma queda em relação ao 

grupo SHAM EX. 

 Em contrapartida, no grupo hipertenso submetido ao exercício físico observamos 

aumento na expressão, em relação aos grupos sedentários (SHAM e 2R1C). 
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Figura 14: Níveis de expressão relativa de fosfolamban nos animais SHAM e 2R1C.  

*p<0,005 vs. SHAM SED.  #p<0,005 vs. SHAM EX. †p<0,005 vs. 2R1C SED  (ANOVA 

seguida de Tukey). n= 6 para todos os grupos. 

 

Tabela 6: Expressão relativa da fosfolamban nos grupos experimentais. 

 SHAM 2R1C 

 SED EX SED EX 

Expressão 

relativa 

0,3214±0,2191 6,504±2,172* 0,2470±0,1598# 4,690±0,6177*† 

Valores expressos em média ± desvio padrão da média.  *p<0,005 vs. SHAM SED.  #p<0,005 

vs. SHAM EX. †p<0,005 vs. 2R1C SED  (ANOVA seguida de Tukey). n= 6 para todos os 

grupos. 
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4.5.3. NCX1 

Os níveis de expressão de RNAm do NCX1 aumentaram em animais 2R1C SED, 

em relação ao SHAM (SED e EX). O exercício físico foi capaz de diminuir a expressão 

dessa proteína no grupo 2R1C em relação aos animais 2R1C SED (figura 18 e tabela 7). 

SED EX SED EX
0

30

60

90

120 *
#

SHAM 2R1C

†E
xp

re
ss

ão
 re

la
tiv

a

 
Figura 15: Níveis de expressão relativa de NCX1 nos grupos experimentais SHAM e 2R1C. 

*p<0,05 vs. SHAM SED.  #p<0,05 vs. SHAM EX. †p<0,05 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida de 

Tukey). n= 6 para todos os grupos. 

 

Tabela 7: Expressão relativa do NCX1 nos animais SHAM e 2R1C. 

 SHAM 2R1C 

 SED EX SED EX 

Expressão 

relativa 

19,28±22,02 19,57±10,25 91,19±47,71* # 7,92±3,58† 

Valores expressos em média ± desvio padrão da média.  *p<0,05 vs. SHAM SED.  #p<0,05 vs. 

SHAM EX. †p<0,05 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida de Tukey). n=6 para todos os grupos. 
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5.0. DISCUSSÃO 

 

  Os resultados obtidos no presente estudo, em síntese, mostram que o treinamento 

em natação melhorou a expressão das proteínas reguladoras de cálcio no tecido cardíaco 

de animais com hipertensão renovascular 2R1C. 

Vários estudos da literatura (Vieira e cols., 1987; Lawler e cols., 1994; Siu e 

cols., 2003) têm utilizado a atividade da enzima citrato sintase (CS) na adaptação 

oxidativa do músculo esquelético de ratos para confirmar a eficiência do treinamento 

em natação. Outros autores também demonstraram que o treinamento físico com 

natação é eficiente em aumentar a atividade máxima oxidativa muscular (Lancha Junior, 

1991; Medeiros e cols., 2000), que é uma adaptação marcante do músculo esquelético 

ao treinamento físico aeróbico. Pinho e cols. (2006) observaram aumento na atividade 

desta enzima em ratos submetidos a um protocolo de treinamento em esteira durante 12 

semanas. Radák e cols. (1999) também mostraram aumento na CS de ratos após 9 

semanas de treinamento em natação. Nossos resultados corroboram com esses achados, 

nos quais se observou o aumento da atividade da CS em animais submetidos ao 

exercício físico no grupo SHAM em comparação ao seu respectivo grupo controle. 

A hipertensão arterial, patologia clínica multifatorial, é conceituada como uma 

síndrome caracterizada pela presença de alterações metabólicas, hormonais e hipertrofia 

cardíaca e vascular. Essas alterações podem influenciar também mecanismos celulares e 

moleculares, alterando, por exemplo, o comportamento de enzimas, tais como a citrato 

sintase. Os resultados deste trabalho mostram que em animais 2R1C EX não houve 

aumento significativo na atividade desta enzima em relação aos animais 2R1C SED. 

Diante do exposto, acreditamos que o metabolismo de repouso dos animais hipertensos 

seja mais elevado em relação aos animais normotensos. 

Alguns trabalhos reportam que o exercício físico regular reduz os níveis 

pressóricos em indivíduos com hipertensão arterial (Matsusaki e cols., 1992; Zanettini e 

cols., 1997). Ainda são escassos os estudos que abordam o efeito do treinamento 

aeróbico com duração de 6 semanas. Rodrigues e cols. (2007) e Soares e cols. (2011) 

mostram que o treinamento em natação com duração de 4 semanas promoveu a redução 

nos níveis de pressão arterial em ratos com hipertensão renovascular 2R1C. 
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Ainda não existem estudos conclusivos sobre os mecanismos pelos quais o 

exercício físico reduz os níveis de pressão sanguínea. Sherman (2000) defende a teoria 

de que há uma melhora na função endotelial, através da manutenção do tônus 

vasomotor e regulação do crescimento vascular; outra teoria defende que o exercício 

aumenta o estresse nas paredes de vasos (conhecido como shear stress), estimulando a 

produção de óxido nítrico, um potente vasodilatador (Kalman, 1990; Sherman, 2000). 

Outros autores (Duncan e cols., 1985, Meredith e cols., 1991) observaram que após a 

prática de exercício físico ocorre uma menor atividade nervosa simpática, associada 

com a redução nos níveis de noradrenalina plasmática ou da atividade nervosa simpática 

periférica. 

Reduções na pressão arterial após exercício físico estão relacionadas a uma 

menor atividade do sistema renina-angiotensina, com reduções nos níveis de renina 

(Hayashi e cols., 2000), Ang II, aldosterona e vasopressina plasmáticas (Braith e cols., 

1999). Acreditamos que a redução observada em nosso estudo, após 6 semanas de 

treinamento aeróbico, seja de caráter multifatorial, com a participação principal do 

sistema renina-angiotensina, sofrendo ainda influência do metabolismo oxidativo 

periférico. 

A bradicardia de repouso em resposta ao treinamento ocorre tanto em humanos 

(Sandercock e cols., 2005) quanto em animais (Medeiros e cols., 2004; Evangelista e 

cols., 2005). No presente também se observou a redução nos valores da freqüência 

cardíaca em repouso nos animais 2R1C, submetidos ao exercício, que pode estar 

associada ao aumento da atividade parassimpática (Robergs e Roberts, 1996; Medeiros 

e cols., 2004).  

Nossos resultados de hipertrofia corroboram com Medeiros e cols. (2004), que 

observaram aumento na massa do ventrículo esquerdo de animais submetidos a um 

protocolo de natação com duração de 60 min/dia, durante 8 semanas, assim como 

Evangelista e cols. (2003), que encontraram hipertrofia cardíaca fisiológica em 

camundongos submetidos a um protocolo de natação com duração de 6 semanas. O 

sistema renina-angiotensina é capaz de alterar o padrão de hipertrofia cardíaca. Em um 

estudo com animais SHR, o treinamento de natação promoveu a diminuição da 

concentração de Ang II plasmática, embora sua concentração não tenha se alterado no 

tecido cardíaco (Filho e Ferreira, 2008). Já os níveis de Ang(1-7), que tem importante 
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papel na regulação do sistema cardiovascular (McDowell e cols., 2004; Kyoi e cols., 

2006), se elevaram no coração, enquanto sua concentração plasmática não foi alterada. 

Shyu e cols. (1995) mostraram que o estiramento cíclico de cardiomiócitos “in 

vitro”, aumenta a expressão gênica do angiotensinogênio. Além disso, o aumento no 

ventrículo após coartação da aorta foi completamente abolido por inibidor da enzima 

conversora de angiotensinogênio (Baker e cols., 1990).  Considerando que em nosso 

modelo experimental de hipertensão arterial 2R1C ocorre hiperatividade do SRA, pode-

se especular que haja alguns fatores e/ou interações entre este tipo de hipertensão e o 

treinamento em natação, porém mais estudos ainda são necessários para elucidar essas 

possíveis interações. 

Já está bem estabelecido que o exercício físico seja capaz de aumentar a 

expressão das proteínas reguladoras de cálcio. Neste estudo, os níveis de RNAm de 

SERCA2 aumentaram nos grupos submetidos ao treinamento em natação. Em animais 

2R1C EX houve normalização dos níveis de expressão de RNAm do NCX1, em relação 

aos animais SHAM. Lu e cols. (2002) observaram que o exercício foi capaz de 

normalizar a expressão do RNAm de SERCA2 e do NCX1 em cães que foram 

submetidos a um protocolo de corrida durante 4 semanas, em relação aos animais 

sedentários (controle).  

Em um estudo com camundongos que apresentavam insuficiência cardíaca 

induzida pela hiperatividade simpática foi observado que os níveis de RNAm de 

SERCA2a se elevaram, enquanto os níveis do NCX1 foram restaurados, em 

comparação aos animais sedentários, após 8 semanas de treinamento em esteira (Rolim 

e cols., 2007). Em outro trabalho utilizando o mesmo modelo de insuficiência, Medeiros 

e cols. (2008) observaram aumento na expressão da SERCA2a, com um protocolo de 

natação de mesma intensidade e duração.  

Outros trabalhos também relataram o aumento na expressão da SERCA2. 

Buttrick e cols. (1994) reportaram aumento dos níveis dessa proteína no coração de 

animais submetidos a um protocolo de 6 semanas de natação e normalização dos níveis 

em relação aos sedentários, em animais com hipertensão renovascular. Em outro estudo, 

o treinamento em esteira também promoveu o aumentou nos níveis de expressão desta 

proteína (Tate e cols., 1996). 
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Wisloff e colaboradores (2001) utilizando dois protocolos de exercício em 

esteira com duração de 4 e 13 semanas mostraram que o treinamento foi capaz de 

induzir a melhora na função contrátil de cardiomiócitos, com aumento na expressão da 

SERCA2. Bupha-Intr e cols. (2009) observaram que em 9 semanas de treinamento em 

esteira com ratas ovariectomizadas, houve normalização na atividade da SERCA2 no 

coração em relação ao grupo SHAM. Em outro trabalho utilizando um protocolo de 

esteira de 12 semanas, também foi relatado aumento nos níveis de expressão da 

SERCA2 no coração dos animais exercitados (Jiao e cols., 2009). 

Sabe-se que a hipertensão arterial leva ao comprometimento da função cardíaca 

(Mostarda e cols., 2011; Shah e cols., 2011), devido ao aumento do conteúdo de 

colágeno e células inflamatórias no tecido cardíaco, disfunção ventricular e do 

barorreflexo, dentre outras alterações. O aumento nos níveis de RNAm de NCX1 no 

grupo 2R1C SED em comparação à redução nos níveis de RNAm da SERCA2a pode 

representar um mecanismo compensatório na retirada de cálcio do citoplasma.  

Em nosso estudo observamos que o treinamento em natação aumentou os níveis 

de RNAm da SERCAa tanto em animais SHAM quanto em 2R1C. Em contrapartida, 

em animais 2R1C EX, ocorreu a normalização nos níveis de NCX1. Diante disso, 

podemos considerar que o treinamento favorece a recaptação do cálcio pelo retículo 

sarcoplasmático, prevenindo a saída deste íon através do sarcolema, a qual poderia levar 

a um desequilíbrio no potencial de ação da célula. 

No presente trabalho, houve aumento nos níveis de expressão de RNAm da 

fosfolamban, em animais exercitados. Alguns estudos da literatura (Collins e cols., 

2005; Sugizaki e cols., 2011) mostram que o exercício promove normalização/ aumento 

nos níveis de expressão e atividade dessa proteína, além de promover aumento em suas 

formas fosforiladas. Wisloff e cols. (2001) detectaram aumento na expressão de 

fosfolamban em corações de ratos submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento em 

esteira, 2 horas por dia, durante 5 dias por semana.  

Medeiros e cols. (2008) relataram aumento na fosforilação da fosfolamban no 

resíduo de Ser16 em camundongos submetidos a um protocolo de esteira com duração de 

8 semanas, que apresentavam insuficiência cardíaca induzida pela hiperatividade 

simpática. Nesse mesmo trabalho, não houve diferença na fosforilação no resíduo de 
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Thr17. Já Rolim e cols. (2007), utilizando o mesmo protocolo de treinamento, 

observaram aumentos significativos na fosforilação nos resíduos de Ser16 e Thr17. 

Nossos dados do presente estudo sugerem que os mecanismos envolvidos na 

melhora da função ventricular incluem a prevenção de anormalidades relacionadas com 

a regulação do Ca2+, pela alteração na expressão das proteínas ligadas a liberação e 

recaptação deste íon no retículo sarcoplasmático. Ainda não se sabe de que forma o 

exercício pode interferir nas vias celulares envolvidas nessa resposta, porém, acredita-se 

que haja uma relação entre o sistema renina-angiotensina e esses mecanismos. Mais 

investigações devem ser feitas, a fim de elucidar essas vias e possíveis respostas do 

coração ao treinamento aeróbico em animais com hipertensão renovascular. 
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6.0. CONCLUSÕES 

 

Em síntese, os resultados do presente estudo mostraram: 

 

• O treinamento em natação promoveu a redução nos níveis basais de pressão 

arterial e freqüência cardíaca em animais com hipertensão renovascular. 

• O treinamento aeróbico promoveu a adaptação oxidativa do músculo esquelético 

de ratos SHAM, conforme avaliação da atividade da enzima citrato sintase. 

• O exercício físico promoveu hipertrofia cardíaca tanto em animais SHAM 

quanto em animais 2R1C. 

• Os animais 2R1C SED apresentaram maiores níveis de expressão do BNP. 

Entretanto, o exercício promoveu a redução significativa destes níveis neste 

grupo. 

• Os níveis de RNAm de SERCA2a e fosfolamban se apresentaram 

significativamente maiores no grupo 2R1C EX, em relação aos animais 2R1C 

SED. 

• A expressão de RNAm do NCX1 foi maior no grupo 2R1C SED, enquanto que 

no grupo 2R1C EX houve redução significativa desses níveis, tanto em relação 

aos animais SHAM (SED e EX), quanto aos 2R1C SED. 
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