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RESUMO 

 

MOURA, Anselmo Gomes, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 2020. 
Efeitos do treinamento físico resistido sobre propriedades histológicas, 
morfológicas, mecânicas, gênicas e proteicas do coração de ratos espontaneamente 
hipertensos. Orientador: Antônio José Natali Coorientadores: Thales Nicolau Prímola 
Gomes e Miguel Araújo Carneiro Júnior. 
 
 
O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do treinamento resistido (TR) sobre 

propriedades histológicas, morfológicas, mecânicas, gênicas e proteicas do coração de 

ratos espontaneamente hipertensos. Para tal, ratos adultos da linhagem Wistar Kyoto ou 

espontaneamente hipertensos (SHR), com 16 semanas de idade, foram alocados em um 

dos 4 grupos, com 16 animais cada, a saber: normotenso sem treinamento (NS), 

normotenso treinado (NT), hipertenso sem treinamento (HS) e hipertenso treinado (HT). 

Os animais dos grupos NT e HT, foram submetidos a um protocolo de TR, com escaladas 

em escada vertical (80º de inclinação), 3 vezes por semana, durante 8 semanas. A 

pressão arterial (PA) e a frequência cardíaca de repouso (FCR) foram mensuradas antes 

e após o período de TR. O exame ecocardiográfico foi realizado após o período de TR, 

para analisar a morfologia e a função sistólica do ventrículo esquerdo (VE). As 

circunferências torácica (CT) e abdominal (CA) e o comprimento naso-anal foram 

medidas e a relação CA/CT e o índice de massa corporal (IMC) foram calculados. A 

quantidade total de lipídios foi determinada e o conteúdo de lipídio e o percentual de 

gordura foram calculados. Após eutanásia, foram determinadas as massas do coração 

(MCor), dos ventrículos (MV), do ventrículo direito (MVD), do septo interventricular 

(MS) e do VE (MVE). As razões MV:MCor, MVE:MCor e MVE:tíbia foram calculadas. 

No VE, a área de secção transversa (AST) foi mensurada e as proporções 

histomorfométricas de citoplasma, de núcleo, de vasos sanguíneos, de matriz extracelular 

e de colágeno tipo I e tipo III foram determinadas. A razão entre os colágenos III e I foi 

calculada (razão III:I). As expressões gênicas dos biomarcadores inflamatórios (TNF, 

fator de necrose tumoral; IL-10, interleucina 10), de função endotelial (VEGF, fator de 

crescimento vascular endotelial; ET-1, endotelina 1) e de tecidos não contráteis 

(Colágeno tipo I e tipo III) do VE foram mensuradas. As expressões das proteínas 

reguladoras de cálcio (Ca2+) do VE (SERCA2a, cálcio ATPase do retículo 

sarcoplasmático 2a; NCX, trocador de sódio e cálcio; PLBt, fosfolambam total; CAV1.2, 

canal de cálcio do tipo L 1.2) foram determinadas. Em miócitos isolados do VE, foram 



 

 

 

determinados a contratilidade e o Ca2+ intracelular ([Ca2+] i) transiente. Os dados foram 

analisados por meio de ANOVA two-way para medidas repetidas ou ANOVA two-way, 

seguidas do post hoc de Tukey, quando necessário. O tamanho do efeito foi calculado 

utilizando-se o índice d de Cohen para grupos emparelhados. Os dados foram 

apresentados como média ± EPM. P < 0,05 foi considerado significativo. Os resultados 

mostraram que os animais SHR apresentaram maior força muscular relativa e menor 

massa corporal, comparados aos normotensos. O TR não reduziu a PA e a FCR (p > 0,05). 

O TR aumentou a Mcor, a MV, a MVE e as razões MV:Mcor, MVE:Mcor e MVE:tíbia, 

além de prevenir a redução dimensão interna do VE e da fração de ejeção. O TR preveniu 

o aumento da largura, da AST de miócitos, do % de núcleos e do colágeno do tipo I. Além 

disso, aumentou o percentual do colágeno do tipo III  e a razão III:I e diminuiu o 

percentual de matriz extracelular (p < 0,05) no VE. Contudo, não houve efeito, tanto da 

hipertensão quanto do TR (p > 0,05), nas expressões gênicas de VEGF, ET-1, IL-10, TNF 

e colágenos tipo I e tipo III. Em miócitos isolados do VE, o TR aumentou a amplitude, as 

velocidades até o pico e de decaimento do [Ca2+] i transiente, a amplitude de contração, as 

velocidades de contração e de relaxamento celular (p < 0,05). O TR preveniu também o 

aumento da expressão proteica de FLBt (p < 0,05), sem alterar a expressão da SERCA2, 

NCX e CAV1.2 (p > 0,05) no VE. Em conclusão, o TR aplicado preveniu o 

remodelamento adverso, promoveu benefícios nas propriedades morfológicas, melhorou 

as propriedades mecânicas e a expressão proteica relativa à recaptação de Ca2+ para o 

retículo sarcoplasmático, sem afetar a expressão gênica de biomarcadores inflamatórios, 

de função endotelial e de tecidos não contráteis no VE de ratos espontaneamente 

hipertensos. 

 

 

Palavras-Chave: Exercícios Físicos. Hipertensão. Miócitos cardíacos. Contração 

miocárdica.  

 
  



 

 

 

ABSTRACT 

 

MOURA, Anselmo Gomes, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, December 2020. 
Effects of resistance training on histological, morphological, mechanical, genic and 
protein properties in spontaneously hypertensive rats. Adviser: Antônio José Natali. 
Co-advisers: Thales Nicolau Prímola Gomes and Miguel Araújo Carneiro Júnior. 
 
 
The aim of this study was to investigate the effects of resistance training (RT) on the 

histological, morphological, mechanical, genetic and protein properties in the heart of 

spontaneously hypertensive rats (SHR). Sixteen-week-old male normotensive Wistar 

Kyoto rats or SHR were allocated in one of the 4 groups of 16 animals each, as follows: 

normotensive control (NS), normotensive trained (NT), hypertensive control (HS) and 

hypertensive trained (HT). Animals from NT and HT groups were submitted to a RT 

protocol (climbing vertical ladder – inclination: 80 degrees), 3x/week, for 8 weeks. Blood 

pressure (BP) and resting heart rate (RHR) were measured before and after the RT period. 

The echocardiographic exam was performed after the TR period to analyze left ventricle 

(LV) morphology and systolic function. The thoracic (TC) and abdominal (AC) 

circumferences and the naso-anal length were measured, and the AC/TC ratio and body 

mass index (BMI) were calculated. The total amount of lipids was determined and the 

lipid content and fat percentage were calculated. After euthanasia, the heart (HM), 

ventricles (VM), right ventricle (RVM), interventricular septum (SM) and LV (LVM) 

were determined. The VM:HM, LVM:HM and LVM:tibia ratios were calculated. The 

myocyte cross-sectional area (CSA) and the percentages of cytoplasm, nucleus, blood 

vessels, collagen type I and type III fibers were histologically determined. The collagen 

fiber type III  to type I ratio was calculated (III:I ratio). The gene expression of 

inflammatory biomarkers (TNF, tumor necrosis factor; IL-10, interleukin 10), endothelial 

function (VEGF, vascular endothelial growth factor; ET-1, endothelin 1) and non-

contractile tissue of the LV (collagen type I and type III  fibers) were measured. The 

expression of the Ca2+ regulatory proteins (SERCA2a, sarcoplasmic reticulum calcium 

ATPase; NCX, sodium – calcium exchanger; PLBt, phospholamban total; CAV1.2, 

calcium channel type 1.2) in the LV was measured. In isolated LV myocytes, it was 

measured contractile function and the intracellular Ca2+ ([Ca2+]i) transient. The data were 

analyzed using two-way ANOVA for repeated measurements or two-way ANOVA, as 

appropriate, followed by the Tukey's post hoc test, when necessary. The effect size was 

calculated using the Cohen's d index for paired groups. Data are presented as mean ± 



 

 

 

SEM (α = 5%). The results showed that SHR had a higher relative muscular strength and 

lower body mass, compared to normotensive animals. The employed TR did not change 

BP and RHR (p > 0.05). The RT increased HM, VM, LVM, and VM:HM, LVM:HM, 

LVM:tibia ratio, and prevented the increase in the internal dimension of the LV and the 

ejection fraction. The TR prevented the increases in myocyte width and CSA, % of nuclei 

and in the collagen type I (p < 0.05). Besides that, increase % of collagen type III and in 

the III:I ratio, and decrease % of extracellular matrix (p < 0.05) in the LV (p < 0.05) in 

the LV. However, neither hypertension nor RT affected the expression of VEGF, ET-1, 

IL -10, TNF and collagen I and III genes in the LV (p > 0.05). In single LV myocytes, the 

RT augmented the amplitude, the velocities to peak and to decay of the [Ca2+]i transient, 

and the amplitude of contraction, and the velocities of contraction and relaxation (p < 

0.05). RT also prevented the increase in the expression of FLBt (p < 0.05), without 

changing the expression of SERCA2a, NCX and CAV1.2 (p > 0.05) in the LV. In 

conclusion, the employed RT prevents adverse histological remodeling caused by 

hypertension, promote benefits in the morphological properties, improves the mechanical 

properties and calcium reuptake into the sarcoplasmic reticulum protein expression, with 

no influence in the inflammatory, endothelial function and non-contractile biomarkers 

gene expression in the LV of spontaneously hypertensive rats. 

 

 

Keywords: Physical exercise. Hypertension. Cardiac myocytes. Myocardial contraction. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

A pressão arterial (PA) é a pressão que o sangue exerce nas paredes internas dos 

vasos sanguíneos, representada pelo produto do débito (DC) e da resistência vascular 

periférica (RVP). O débito cardíaco é influenciado pela contratilidade e o relaxamento do 

miocárdio, pelo volume sanguíneo circulante, pelo retorno venoso e pela frequência 

cardíaca. A RVP, por sua vez é determinada por vários mecanismos vasoconstritores e 

vasodilatadores como o sistema nervoso simpático, o sistema renina angiotensina e a 

modulação endotelial. Além disso, a espessura da parede das artérias, também pode afetar 

a RVP, pois potencializa a vasoconstrição arterial devido ao espessamento de sua parede 

(FROHLICH, 1988; FROHLICH; APSTEIN; CHOBANIAN et al., 1992). 

A regulação da PA exige controles a curto, médio e longo prazo com alto grau de 

complexidade, pois são influenciadas por ações integradas de sistemas como o 

cardiovascular, renal, neural e endócrino. Como exemplo, durante a realização de 

exercícios físicos, ocorre o aumento do débito cardíaco, para suprir as necessidades de 

irrigação sanguínea para a musculatura ativa, o que leva ao aumento da PA de maneira 

aguda (WILMORE; COSTILL; KENNEY, 2009). O aumento da ação do sistema nervoso 

simpático, do sistema renina angiotensina, são exemplos de distúrbios crônicos na 

regulação da PA e causam a perda do controle a longo prazo e ocorrência da hipertensão 

arterial (FROHLICH; APSTEIN; CHOBANIAN et al., 1992). 

 

1.1. Hipertensão arterial 

 

A hipertensão arterial sistêmica é uma doença crônica não transmissível, 

multifatorial, caracterizada pela elevação persistente da PA. Essa doença é considerada 

um problema de saúde pública por possuir alta prevalência em todo mundo, sendo que no 

Brasil a doença atinge 32,3% da população. Além disso eleva os custos socioeconômicos, 

pois em 2018, estimaram-se gastos de US$ 523,7 milhões no SUS, com hospitalizações, 

procedimentos ambulatoriais e medicamentos (BARROSO; RODRIGUES; 

BORTOLOTTO et al., 2020). 

 A hipertensão arterial pode ser classificada de duas formas: 1) Quando o 

diagnóstico da doença é atribuído a causas genéticas com influência ambiental, ou não 

apresenta causas óbvias e explícitas ela é denominada essencial ou primária. 2) Já quando 
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há uma causa desencadeante para a hipertensão, como nefropatias e diabetes mellitus, 

esta é denominada secundária. A maior prevalência de diagnósticos, de 95 a 97% dos 

casos, é de hipertensão essencial (BARROSO; RODRIGUES; BORTOLOTTO et al., 

2020). 

Para uma melhor compreensão da fisiopatologia da hipertensão o modelo 

experimental do rato espontaneamente hipertenso (SHR – Spontaneously Hypertensive 

Rat), desenvolvido por Okamoto e Aoki (1963), é amplamente utilizado. Esse modelo 

surgiu a partir da sexta geração de cruzamento entre irmãos de animais da linhagem 

Wistar Kyoto que apresentaram PA elevada e sustentada. A sua importância tem sido 

creditada à similaridade da sua fisiopatogenia com a hipertensão essencial do homem 

(FAZAN-JÚNIOR; SILVA; SALGADO, 2001). A hipertensão nos SHRs apresenta uma 

evolução parecida com a humana e por volta da 5ª semana de vida, os animais já são 

classificados como hipertensos, apresentando PA elevada e sustentada por volta da 16ª 

semana, e um platô entre 20 e 28 semanas (KOKUBO; UEMURA; MATSUBARA et al., 

2005; TRIPPODO; FROHLICH, 1981).  

Para modelos animais, como o SHR, a classificação para o diagnóstico da 

hipertensão arterial é a medida de valores iguais ou superiores a de 150 mmHg de pressão 

arterial sistólica (PAS) (OKAMOTO; AOKI, 1963). Já para humanos, a classificação da 

hipertensão arterial no Brasil segue o padrão postulado pela Sociedade Brasileira de 

Hipertensão, sendo a doença caracterizada quando os valores medidos são iguais ou 

superiores a 140 mmHg de PAS e /ou 90 mmHg de pressão arterial diastólica (PAD) 

(BARROSO; RODRIGUES; BORTOLOTTO et al., 2020).  

Cabe ressaltar que a Sociedade Americana do Coração, em uma diretriz recente, 

postulou valores menores para o diagnóstico da hipertensão arterial (PAS ≥ 130 mmHg 

e/ou PAD ≥ 80 mmHg) (WHELTON; CAREY; ARONOW et al., 2018). Essa 

recomendação é baseada na evidência que indivíduos quanto tratados de forma 

medicamentosa intensiva, ou seja, com o objetivo de atingir valores de PAS inferiores a 

120 mmHg, podem reduzir o risco de doenças cardiovasculares em comparação com 

indivíduos com tratamento de meta padrão, ou seja, valores inferiores a 140 mmHg 

(WRIGHT; WILLIAMSON; WHELTON, 2015). Contudo, as demais sociedades 

internacionais ainda não seguiram essa recomendação, devido à falta de evidências para 

tratamentos como esse para hipertensos leves, que apresentam valores entre 140/90 e 

159/99 mmHg (SHEPPARD, 2019). 
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Frequentemente a hipertensão arterial está associada a alterações funcionais e/ou 

estruturais dos órgãos-alvo (coração, cérebro, rins, vasos sanguíneos, ossos, etc.) e 

alterações metabólicas, com consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares 

fatais e não fatais (BARROSO; RODRIGUES; BORTOLOTTO et al., 2020). No presente 

estudo trataremos da problemática do coração. 

 

1.2. Hipertensão arterial e alterações teciduais no coração 

 

O coração é um dos órgãos mais afetados pela hipertensão arterial e apresenta um 

remodelamento progressivo devido à doença. Os animais SHR com quatro semanas 

apresentam uma hipertrofia excêntrica do ventrículo esquerdo (VE), onde há um aumento 

do índice de hipertrofia simultâneo a um valor normal da espessura relativa da parede do 

VE. Esse aumento pode exercer um papel compensatório e mantendo a função sistólica 

normal, o que não representa uma condição patológica (KOKUBO; UEMURA; 

MATSUBARA et al., 2005). A partir das seis semanas de idade, se instala uma hipertrofia 

concêntrica, induzida por sobrecarga de pressão, onde o índice de hipertrofia elevado está 

associado à espessura relativa de parede também elevada, o que caracteriza uma 

hipertrofia cardíaca patológica (KOKUBO; UEMURA; MATSUBARA et al., 2005; 

MCMULLEN; JENNINGS, 2007).  

Essa hipertrofia é gerada, em parte, pela sobrecarga mecânica de pressão que é 

sentida pelas células cardíacas e leva a uma sinalização intracelular, com aumento da ação 

da angiotensina II (ANG II), endotelina 1 (ET-1) e noradrenalina, ativando as vias da 

proteína quinase ativada por mitógenos (MAPK) e da Calcineurina/NFAT  

(MCMULLEN; JENNINGS, 2007). 

Outro fator que contribui para a hipertrofia cardíaca é o remodelamento da matriz 

extracelular (MEC). Esse remodelamento é mediado pelo aumento da ação do sistema 

renina-angiotensina-aldosterona, o que leva ao aumento da síntese de ANG II e 

desencadeia uma série de eventos. Um deles é o aumento da expressão do fator de 

crescimento transformador (TGFß), uma citocina profibrótica que também que ativa os 

fibroblastos cardíacos, o que leva ao aumento da produção de colágeno dos tipos I e III 

ao redor dos miócitos cardíacos, e favorece a inflamação e a degradação da MEC. Além 

disso, o TGFß estimula a produção de ET1 que pode aumentar a produção de fibroblastos 

e consequentemente de colágeno. Outro evento induzido pela ANG II é o aumento da 



24 
 

 
 

expressão de citocinas pró-inflamatórias, como o fator de necrose tumoral (TNF) e a 

interleucina-6 (IL-6), e de fatores de crescimento como o fator de crescimento vascular 

endotelial (VEGF) em fibroblastos cardíacos (CHINTALGATTU; NAIR; KATWA, 

2003; MAKINO; HANEDA; BABAZONO et al., 2005; SATO; WATANABE; 

TANAKA et al., 2003). 

Logo, além da hipertrofia, o remodelamento da MEC contribui para a 

reestruturação cardíaca patológica gerada pela hipertensão. A matriz é formada por uma 

trama glicoproteica que envolve e se relaciona com as células constitutivas do coração e 

controla o comportamento celular, oferecendo resistência e elasticidade tecidual. Além 

disso, é local de recebimento dos nutrientes advindos dos capilares e eliminação para os 

capilares linfáticos (WILSON; SPINALE, 2001). 

Os principais componentes da matriz cardíaca são: 1) proteínas estruturais, como 

colágeno tipo I e tipo III (predominantes), elastina, fibrilina; 2) proteínas adesivas como 

colágeno IV e VI, laminina e fibronectina; 3) proteoglicanos (WILSON; SPINALE, 

2001). Os colágenos tipos I e III são sintetizados por fibroblastos, as células mais 

prevalentes em todo o miocárdio. O colágeno I, promove resistência à tensão e estrutura 

ao interstício. Já o colágeno tipo III, é responsável por sustentação para o estroma e é 

importante para distensibilidade (PARRY; CRAIG, 1988.). 

Devido à hipertensão, ocorre um excesso de deposição de colágeno (I e III) o que 

resulta em fibrose intersticial. Essa fibrose aumenta a rigidez do miocárdio (JALIL; 

DOERING; JANICKI et al., 1989) e induz à disfunção diastólica do VE, bem como a 

heterogeneidade elétrica do miocárdio, o que predispõe a arritmias ventriculares 

(MCLENACHAN; DARGIE, 1990). Kokubo et al., (2005) demonstraram que, em 

animais SHR, pode ocorrer uma disfunção sistólica a partir dos dois meses de idade, e 

uma disfunção diastólica a partir dos três meses. 

Todo esse processo de remodelamento do coração frente à hipertensão arterial, 

iniciada no terceiro mês de vida dos animais SHR, é uma adaptação compensatória, aos 

eventos ocorridos nessa fase da doença (HASENFUSS, 1998). Por isso ela é chamada de 

fase compensada, e permite a manutenção da capacidade mecânica do coração 

(BADEER, 1964). 

Ao longo do tempo, a espessura da parede ventricular aumenta ainda mais, 

podendo ocorrer a redução da câmara cardíaca, a reexpressão de genes fetais [ex: fator 

natriurético atrial (FNA), α-actina esquelética e a β-miosina de cadeia pesada (β-MCP)]. 
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Além disso, o aumento progressivo do colágeno diminui a complacência ventricular, com 

presença de estresse oxidativo e apoptose. Todos esses eventos resultam em fibrose do 

tecido ventricular e enrijecimento do miocárdio com consequente disfunção mecânica e 

falha cardíaca, que ocorre na fase descompensada, ou de insuficiência cardíaca, por volta 

do 18º-24º mês de vida (LEVY; GARRISON; SAVAGE et al., 1990; MCMULLEN; 

JENNINGS, 2007).  

Essa série de alterações, em nível tecidual, do coração compromete a eficiência 

mecânica do miocárdio e se refletem, em nível celular, nas propriedades contráteis dos 

cardiomiócitos. 

 

1.3. Hipertensão arterial e alterações celulares do coração 

 

As alterações morfológicas e gênicas ocorridas na estrutura do VE se refletem no 

acoplamento excitação-contração (AEC) dos cardiomiócitos. Esse acoplamento se dá 

inicialmente, com uma corrente despolarizante que atinge os túbulos transversos. Essa 

corrente leva à ativação dos canais trocadores de Na+/Ca2+ (NCX) e dos canais de Ca2+ 

dos tipos T e L, presentes na membrana celular.  

A maior parte do Ca2+ que adentra a célula advém da abertura dos canais de Ca2+ 

do tipo L. Em condições não patológicas, os cardiomiócitos ventriculares adultos 

expressam somente a subunidade CaV1.2 (HARVEY; HELL, 2013). Essa abertura dos 

canais leva a um pequeno influxo de Ca2+ para a fenda diádica e para citosol, devido ao 

seu gradiente eletroquímico. O aumento de Ca2+ na fenda diádica faz com que se aumente 

a probabilidade de ligação aos receptores de rianodina, especificamente à sua subunidade 

2 (RyR2), presente no retículo sarcoplasmático (RS) dos miócitos cardíacos. Cada junção 

entre o sarcolema (túbulos transversos e superfície) e o RS, possui cerca de 10-25 canais 

de Ca2+ tipo L e 100-200 canais de RyR2, constituindo locais ideais para o acoplamento 

e aumento do Ca2+ intracelular ([Ca2+] i) (BERS, 2008).  

Os RyR2 são estabilizados pelas proteínas de ligação FK506 (FKBP12.6), 

calmodulina (CaM), proteína quinase A (PKA), proteína quinase II dependente de 

calmodulina (CaMKII), e fosfatases 1 e 2A, que em situações não patológicas, 

encontram-se incorporadas aos RyR2. Essa estabilização previne a abertura espontânea 

dessa proteína, o que pode favorecer eventos arrítmicos, devido à liberação espontânea 

de Ca2+, conhecida como sparks de Ca2+  (CHENG; LEDERER; CANNELL, 1993). A 
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ligação do Ca2+ aos RyR2 leva à liberação do Ca2+ do RS para o interior da célula, 

processo esse, conhecido como liberação de Ca2+ induzida pelo Ca2+. Dessa forma ocorre 

um aumento do [Ca2+] i que, por sua vez, aumenta a probabilidade do Ca2+ se ligar à 

troponina C, ativando os miofilamentos contráteis e promovendo a sístole (BERS, 2014). 

Na fase de relaxamento há a redução do [Ca2+] i, até o nível basal por diferentes 

meios, como a Ca2+-ATPase do RS  (SERCA), a Ca2+-ATPase sarcolemal (PMCA), o 

NCX e o uniporte mitocondrial de Ca2+ (BERS, 2001). Entre esses mecanismos de 

transporte, a SERCA e o NCX contribuem com um percentual maior da quantidade de 

Ca2+ retirado da célula, de 93 e 6%, respectivamente (BASSANI; BASSANI; BERS, 

1994; BERS, 2014). 

A subunidade da SERCA presente no coração é a do subtipo 2a (SERCA2a)  

(SITSEL; DE RAEYMAECKER; DRACHMANN et al., 2019), e sua atividade é 

regulada, principalmente, pela fosfolambam (FLB), um inibidor endógeno que ao se 

associar à SERCA2a, diminui o transporte de Ca2+ e a sua atividade de ATPase (BERS, 

2001; MACLENNAN; KRANIAS, 2003). Contudo, a fosforilação da FLB, seja do 

resíduo de serina 16 (FLBser16), pela ação da PKA, ou no resíduo de treonina 17 (FLBthr17), 

pela proteína quinase 2 dependente de Ca2+/calmodulina (CaMKII), dissocia a FLB da 

SERCA2a (BASSANI; MATTIAZZI; BERS, 1995; KIRCHBERGER; TADA; KATZ, 

1974). Essa dissociação reverte à inibição da FLB sobre a SERCA2a, provocando 

aumento da taxa de recaptação de Ca2+ para o RS e da velocidade de relaxamento celular 

(MATTIAZZI; MUNDINA-WEILENMANN; GUOXIANG et al., 2005; WEGENER; 

SIMMERMAN; LINDEMANN et al., 1989).  

A NCX, especificamente o NCX1 (isoforma presente no coração de mamíferos), 

é uma proteína de que consiste em realizar a troca de uma molécula de Ca2+ por três 

moléculas de Na+ através da membrana plasmática (REN; PHILIPSON, 2013). Apesar 

de atuar também no influxo de Ca2+, a ação do NCX é mais reconhecida no efluxo de 

Ca2+ durante a fase de relaxamento celular (OTTOLIA; TORRES; BRIDGE et al., 2013). 

Já foi demonstrado que esse efluxo corresponde ao influxo de Ca2+ realizado pelo CaV1.2 

(BRIDGE; SMOLLEY; SPITZER, 1990). Juntos, esses mecanismos contribuem para que 

o [Ca2+] i retorne ao nível basal, promovendo, com isso, a dissociação do Ca2+ ligado à 

cTnC e induzindo o relaxamento (BERS, 2008). Tanto o NCX, quanto os demais  

mecanismos do AEC estão ilustrados na Figura 1. 
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Figura 1. Esquema representativo do processo de acoplamento excitação-contração. As 
setas vermelhas representam o processo de entrada de Ca2+ no citosol, a partir do NCX, 
canais do tipo L e T, além dos RyR2) até a contração muscular. As setas verdes 
representam o recaptação de Ca2+ pelas proteínas SERCA2a/FLB, NCX e pela via 
mitocondrial. O quadro no meio do esquema representa de cinza o potencial de ação, de 
vermelho a concentração de Ca2+ ou transiente de Ca2+ e azul representa a contração 
muscular (BERS, 2014). 
 

A hipertensão arterial exerce efeitos deletérios em todas os mecanismos do AEC 

demonstrados anteriormente. Sabe-se que há uma disfunção da atividade elétrica do 

coração devido à doença, o que prolonga o potencial de ação nos cardiomiócitos do 

pericárdio devido à diminuição na corrente repolarizante transitória de efluxo de potássio 

(Ito) (ROMAN-CAMPOS; CARNEIRO-JUNIOR; PRIMOLA-GOMES et al., 2012). 

Além disso, já foi demonstrado um aumento do tempo total até o pico de contração, do 

relaxamento celular e do transiente de Ca2+ em animais SHR  (BROOKSBY; LEVI; 

JONES, 1992; CARNEIRO-JÚNIOR; QUINTÃO-JÚNIOR; DRUMMOND et al., 

2014). 

Em nível molecular, a hipertensão pode afetar as proteínas que regulam o AEC, o 

que ajuda no entendimento dos efeitos da doença sobre o coração. Em animais SHR, os 

CaV1.2 apresentam um aumento no número de splicing alternativos, que podem estar 

associado ao remodelamento cardíaco desencadeado pela doença (TANG; LIAO; LI et 
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al., 2008). O aumento das variações de splicing, significa que diferentes exons de um 

mesmo pré-RNA podem atuar na geração de RNAs maduros diferentes, e por sua vez 

gerar proteínas distintas a partir de um gene único. Dessa forma, o splicing alternativo 

pode levar a um grande aumento na diversidade de proteínas, muitas vezes ligadas ao 

remodelamento adverso, no caso da hipertensão (LAREAU; GREEN; BHATNAGAR et 

al., 2004; TANG; LIAO; LI et al., 2008). 

Com relação aos RyR2, sabe-se que o SHR apresenta aumento em sua expressão 

gênica, acompanhado de uma diminuição da FKBP12.6 (CARNEIRO-JÚNIOR; 

QUINTÃO-JÚNIOR; DRUMMOND et al., 2014). Essa resposta pode levar ao aumento 

da liberação espontânea de Ca2+ para sarcoplasma, como por exemplo, as sparks de Ca2+, 

o que por sua vez, pode levar ao surgimento de arritmias cardíacas. Além disso, a 

contração pode ser prejudicada por um desarranjo nos túbulos T causado pela hipertensão, 

de forma que os CaV1.2 estejam desalinhados com os RyR2, o que prejudica a liberação 

de Ca2+ do RS (KRZESIAK; COGNARD; SEBILLE et al., 2019). 

Uma resposta causada pela hipertensão, que pode prejudicar o relaxamento 

celular, é o aumento da expressão proteica do NCX e a diminuição da FLBt e SERCA2a. 

Contudo, ainda não foram encontradas alterações nas razões FLBser16/FLBt e 

FLBthr17/FLBt devido à doença (COLLINS; LOKA; DICARLO, 2005; GARCIARENA; 

PINILLA; NOLLY et al., 2009; KRZESIAK; COGNARD; SEBILLE et al., 2019). 

O tratamento da hipertensão é essencialmente medicamentoso, todavia, alterações 

no estilo de vida, como a alimentação saudável e a prática de atividade física, são 

fortemente indicados como terapias de apoio (BARROSO; RODRIGUES; 

BORTOLOTTO et al., 2020). Assim, o treinamento físico tornou-se uma importante 

estratégia não medicamentosa na prevenção e controle da hipertensão (PESCATELLO; 

FRANKLIN; FAGARD et al., 2004; PESCATELLO; MACDONALD; ASH et al., 

2015). 

As adaptações benéficas sobre morfologia, função cardíaca e capacidade contrátil 

do miocárdio devido ao treinamento físico aeróbio (TA), especialmente o contínuo de 

intensidade leve a moderada, tanto em animais normotensos quanto em hipertensos, estão 

bem estabelecidos na literatura (CARNEIRO-JÚNIOR; QUINTÃO-JÚNIOR; 

DRUMMOND et al., 2014; CARNEIRO JÚNIOR; PRÍMOLA-GOMES; QUINTÃO 

JÚNIOR et al., 2019; NATALI; WILSON; PECKHAM et al., 2002; ROMAN-

CAMPOS; CARNEIRO-JUNIOR; PRIMOLA-GOMES et al., 2012). As adaptações 
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funcionais, estruturais e metabólicas no músculo cardíaco causadas pelo treinamento 

físico resistido (TR), porém, podem trazer benefícios a essa população, como o aumento 

da força muscular e redução da PA de repouso. Contudo, os efeitos do TR são menos 

estudados, se comparados ao TA (CORNELISSEN; SMART, 2013; FIDALGO; 

FARINATTI; BORGES et al., 2019; INDER; CARLSON; DIEBERG et al., 2016; 

MACDONALD; JOHNSON; HUEDO‐MEDINA et al., 2016; MELO; BARAUNA; 

NEVES et al., 2015; NACI; SALCHER-KONRAD; DIAS et al., 2019; SHARMAN; LA 

GERCHE; COOMBES, 2015). 

 

1.4. Treinamento resistido, coração e hipertensão arterial 

 

O TR, também denominado de treinamento de força ou treinamento com pesos, é 

um tipo de exercício físico que implica uma ação muscular contra uma resistência. Esse 

pode ser divido em TR dinâmico, com ações musculares concêntricas e excêntricas, e 

estático, com ação muscular isométrica (FLECK; KRAEMER, 2017).  

O TR é capaz de levar ao aumento do tamanho e da força muscular, e possui 

efeitos diretos na prevenção primária de doenças crônicas. Mcleod et al. (2019), em uma 

recente revisão, evidenciam que os benefícios do TR são equivalentes, ou até superiores 

ao TA, e que deveriam ser a estratégia primária de ação na prevenção e/ou tratamento de 

doenças crônicas. Logo, esse tem sido adotado como estratégia adjuvante de diversas 

doenças, como a osteoporose, a diabetes mellitus e a hipertensão (IKEDO; KIDO; ATO 

et al., 2019; NEVES; SOUZA; PASSOS et al., 2016; SOUZA; LINO; RUFFONI et al., 

2017). 

Para compreender melhor as respostas morfológicas, funcionais, celulares e 

moleculares dos efeitos do TR, a experimentação animal tem sido utilizada no estudo dos 

mais diversos sistemas corporais, como o muscular, o nervoso e o cardiovascular, sendo 

esse último o objeto de interesse do presente estudo  (BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN 

et al., 2007; HORNBERGER; FARRAR, 2004; STRICKLAND; SMITH, 2016). 

Os modelos de TR na experimentação animal podem ser divididos em duas 

categorias: in situ e de corpo todo. Nos modelos in situ, temos a estimulação mecânica, o 

estiramento crônico e a sobrecarga compensatória (ANTONIO; GONYEA, 1993; BAAR; 

ESSER, 1999; DENNY-BROWN, 1960; GOLDBERG, 1967). Em todos esses modelos 

é possível determinar um músculo específico a ser estimulado e utilizar o membro 
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contralateral como controle, contudo, possuem limitações quanto às respostas musculares 

como, por exemplo, o uso de anestesia, a realização de cirurgia e a validade limitada 

(STRICKLAND; SMITH, 2016). 

Outros modelos se aproximam mais da realidade do TR e facilitam a transposição 

das respostas para humanos, chamados de modelo de corpo todo (STRICKLAND; 

SMITH, 2016). Esses modelos apresentam o desafio de fazer com o que o animal realize 

os movimentos de maneira voluntária. Em alguns experimentos pode-se observar o uso 

de comida como recompensa ao esforço ou estimulação elétrica, nesse caso não realizada 

no músculo alvo a ser realizado, mas na pata do animal como estímulo para iniciar o 

movimento, semelhante aos utilizados em esteiras rolantes (NICASTRO; ZANCHI; DA 

LUZ et al., 2012; TAMAKI; UCHIYAMA; NAKANO, 1992). 

Dentre esses modelos temos a roda de corrida voluntária resistida, o agachamento, 

roda em suspensão, o salto vertical na água e a subida em escadas (CUNHA; TANNO; 

COSTA SAMPAIO MOURA et al., 2005; HORNBERGER; FARRAR, 2004; 

ISHIHARA; ROY; OHIRA et al., 1998; TAMAKI; UCHIYAMA; NAKANO, 1992). Os 

estudos de TR e doenças cardiovasculares, em sua maior parte, usam os modelos de 

agachamento e de subida em escadas, ilustrados na Figura 2.  

 

Figura 2. Modelos de treinamento resistido para ratos. (A) Modelo de agachamento. 
1, Colete de fixação; 2, Haste de madeira, 3, Anilhas de peso; 4, Plataforma metálica; 
5, Aparelho de estímulo elétrico. (B) Modelo de subida em escadas. Adaptado de 
Melo et al., (2011) e Neves et al., (2016). 
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O modelo de agachamento, proposto por Tamaki, Uchiyama e Nakano (1992), 

tem sido utilizado como um dos principais formas de TR visando compreender as 

adaptações cardiovasculares a esse tipo de treinamento. Esse modelo utiliza um aparato 

para simular um dos movimentos mais realizados nas academias de ginástica pelos seres 

humanos. Apesar de utilizado em diversos estudos e ter eficácia sobre o sistema 

cardiovascular comprovada (BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN et al., 2007; MELO; 

AMADEU; MAGALHÃES et al., 2011; MELO; BARAUNA; JÚNIOR et al., 2015; 

PINTER; PADILHA; DE OLIVEIRA et al., 2008), esse modelo de treinamento utiliza 

estimulação elétrica a cada repetição de agachamento, o que torna a realização do 

exercício forçada.  

O modelo de treinamento de subida em escadas, inicialmente, também utilizava 

choque na cauda para estimular os animais a subirem a escada. Atualmente, sabe-se que 

é possível, por meio de um período de adaptação ao aparato, fazer com que o animal suba 

as escadas sem que seja necessário estímulo por choque, o que pode ser considerada uma 

vantagem em relação ao modelo de agachamento. Neste, o animal é posicionado na parte 

inferior de uma escada com 80º de inclinação, com altura entre 50 e 110 cm e sobrecarga 

externa anexada à sua cauda. O modelo foi preconizado por Hornberger e Farrar (2004), 

com intuito de proporcionar adaptações hipertróficas e aumento da força muscular, 

principalmente em músculos dos membros posteriores, em especial, aqueles com 

predomínio de fibras tipo II. 

Com relação às adaptações causadas pelo TR no músculo cardíaco, alguns estudos 

demonstram que a hipertrofia excêntrica do VE pode ocorrer em atletas que praticam esse 

treinamento, como os fisiculturistas, mesmo porque, esses atletas também praticam o TA 

como parte do programa de treinamento. Entretanto, a maior parte dos estudos aponta que 

o TR pode promover hipertrofia cardíaca fisiológica concêntrica, inclusive em ratos 

(BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN et al., 2007; FAGARD, 1997; FERNANDES; 

BARAUNA; NEGRAO et al., 2015).  

A hipertrofia cardíaca concêntrica causada pelo TR é induzida pela sobrecarga 

pressórica, ou seja, pelo aumento da pós-carga, que é caracterizado pelo elevado pico de 

tensão sistólica. Essa sobrecarga leva ao aumento na largura dos miócitos, pela adição de 

novos sarcômero em paralelo, e consequentemente ao aumento da espessura da parede do 

VE. Esse aumento, porém é acompanhado de uma manutenção no tamanho da cavidade 
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do VE tanto em humanos como em ratos (BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN et al., 2007; 

COLAN, 1997). 

Os mecanismos envolvidos na hipertrofia causada pelo TR são a ativação de 

diferentes vias de sinalização AKT-mTor para síntese de proteínas sarcoméricas via 

receptor AT1 (BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN et al., 2007; MELO; AMADEU; 

MAGALHÃES et al., 2011; ZOU; AKAZAWA; QIN et al., 2004). Melo et al., (2017) 

demonstraram que a via do fator de crescimento semelhante à insulina do tipo 1 (IGF1), 

outra possível via de sinalização da hipertrofia muscular, não é responsável pela 

hipertrofia induzida pelo TR no coração de ratos. 

Apesar de levar a uma hipertrofia concêntrica, assim como a causada pela 

hipertensão, não há disfunção cardíaca causada pelo TR, por isso é chamada de hipertrofia 

cardíaca concêntrica fisiológica. Essa resposta foi demonstrada em animais e humanos 

(BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN et al., 2007; BROWN; THOMPSON, 1987; 

PERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA et al., 2020; VAN DEN BROEKE; 

FAGARD, 1988). Um estudo de Barauna et al., (2007) demonstrou que ratos Wistar 

submetidos ao protocolo de agachamento apresentaram aumento de 16% na massa do VE. 

Esse aumento ocorreu também no septo interventricular e na parede posterior do VE, sem 

reduzir seu volume diastólico final, diferentemente do que ocorre na hipertrofia cardíaca 

concêntrica patológica. 

Alguns estudos investigaram o efeito do TR sobre as propriedades dos 

cardiomiócitos do VE. Melo et al., (2015) investigaram a morfologia de miócitos isolados 

do VE em ratos normotensos, utilizando o modelo de treinamento de agachamento. Nesse 

estudo foi demonstrado que o TR aumenta a largura e o volume celular, mas não altera o 

comprimento dos cardiomiócitos, o que condiz com a característica da hipertrofia 

concêntrica cardíaca, causada pela sobrecarga de pressão. Entretanto, não é sabido se essa 

resposta ocorre também em animais hipertensos. 

Além das alterações nas dimensões celulares, Melo et al., (2015) também 

demonstraram uma diminuição do tempo para o pico de contração e tempo para o 

relaxamento celular em miócitos isolados do VE nos animais normotensos. Essa resposta 

veio acompanhada de um aumento na expressão proteica da SERCA2a e uma diminuição 

do miRNA-214 (contrarregulador da SERCA2a) (MELO; BARAUNA; JÚNIOR et al., 

2015). Em outro estudo, dessa vez com ratos infartados, foi possível verificar que a prática 

de TR causou respostas semelhantes, com diminuição da SERCA2a, da FLBser16/FLB e 
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do NCX. O infarto induzido nos animais havia causado efeitos exatamente contrários 

(MELO; BARAUNA; NEVES et al., 2015). Todavia, os efeitos desse tipo de treinamento 

sobre a contratilidade celular e as proteínas que regulam o ciclo do Ca2+ dos miócitos do 

VE em animais hipertensos, ainda precisam ser elucidados. 

Com relação aos efeitos do TR na hipertensão, sabe-se que tanto ações dinâmicas 

quanto estáticas podem reduzir a PAS e a PAD (CORNELISSEN; SMART, 2013; 

INDER; CARLSON; DIEBERG et al., 2016; MCLEOD; STOKES; PHILLIPS, 2019). 

Com relação ao estudo da hipertensão, tanto o TR de subida em escada (NEVES; 

SOUZA; PASSOS et al., 2016; PERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA et al., 2020), 

quanto o modelo de agachamento (FARIA TDE; TARGUETA; ANGELI et al., 2010; 

FERNANDES; FARIA TDE; RIBEIRO JUNIOR et al., 2015) foram utilizados em 

estudos prévios. 

Em estudos envolvendo o SHR, foram verificados efeitos benéficos tanto de forma 

aguda quanto crônica sobre o sistema cardiovascular. Com relação à primeira, Faria et 

al., (2010) demonstraram que o TR, com modelo de agachamento com moderada 

intensidade, foi capaz de aumentar a produção de óxido nítrico e o relaxamento 

dependente do endotélio, que estão associados à diminuição da PA pós-exercício. Já 

Fernandes et al., (2015) demonstraram que uma sessão de TR, com modelo de 

agachamento, aumentou a contratilidade miocárdica em ratos SHR, em conjunto com 

uma maior atividade do RS e aumento do influxo de Ca2+ do sarcolema. Além disso, 

houve um aumento funcional da atividade do RS, apesar de não haver alterações na 

expressão proteica de SERCA2a, FLBt e da FLBser16. Porém, os efeitos crônicos do TR 

sobre esses parâmetros em animais hipertensos, ainda precisam ser esclarecidos. 

Estudos prévios demonstraram que diferentes protocolos de TR diminuíram, ou 

preveniram o aumento, da PAS (ARAUJO; SANTOS; SOUZA KDOS et al., 2013; 

NEVES; SOUZA; PASSOS et al., 2016; PERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA et 

al., 2020), demonstrando uma correlação entre o aumento da força e a diminuição da PAS 

(GOMES; BORGES; ROSSI et al., 2017; PERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA et 

al., 2020). É importante destacar que um aumento de 10 mmHg na PAS está associado a 

um aumento em 25% no risco de problemas cardíacos como o infarto do miocárdio e 

outros problemas como o acidente vascular cerebral (BOISSIERE; EDER; MACHET et 

al., 2008).  
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A diminuição da PA está associada à diminuição da atividade simpática e/ou 

aumento da sensibilidade barorreflexa. Gomes et al., (2017) demonstraram que a 

diminuição da pressão arterial média (PAM) e da sensibilidade barorreflexa em ratos 

submetidos ao treinamento de moderada intensidade de subida em escadas, durante oito 

semanas, cinco vezes por semana. 

O estudo de Neves et al., (2016), também com o modelo de subida em escadas, 

avaliaram animais com hipertensão arterial grave, ou seja, com valores de PA sistólica 

maiores que 180 mmHg submetidos a dois protocolos de TR realizados por 12 semanas, 

com frequência semanal de três vezes. O primeiro, seguindo a orientação de Casillhas et 

al., (2012), utilizando a massa corporal do animal para determinar a intensidade das 

sessões, e o segundo utilizando o peso máximo carregado seguindo a orientação de 

Horneberger e Farrar (2004). Os autores demonstraram que ambos os protocolos 

preveniram o aumento da PAS, mas o segundo protocolo levou a ganhos de força maiores.  

De acordo com Perrilhão et al., (2020), ratas hipertensas submetidas ao TR de 

subidas em escada, por 12 semanas, obtiveram melhora da função diastólica cardíaca, por 

meio de um maior tempo de relaxamento isovolumétrico, sem alterar a massa do coração 

e o volume de cardiomiócitos. Além disso, o TR preveniu o aumento do conteúdo de 

colágeno total em ratas hipertensas. Contudo, pouco se sabe sobre os efeitos do TR na 

função sistólica ventricular esquerda, na organização tecidual do VE, como por exemplo 

no conteúdo de colágenos do tipo I e III, bem como na expressão gênica de estruturas 

envolvidas nessa organização, no estado inflamatório e nos marcadores de função 

endotelial no VE. 

Face o exposto, o efeito do TR sobre as propriedades morfológicas, contráteis, 

moleculares, gênicas e proteicas do tecido muscular cardíaco precisam ser mais bem 

compreendidos.   
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Investigar efeitos do treinamento físico resistido sobre as propriedades 

histológicas, morfológicas, mecânicas, gênicas e proteicas do coração de ratos 

espontaneamente hipertensos. 

 

2.2. Objetivos Específicos  

 

Avaliar os efeitos do treinamento físico resistido sobre os seguintes parâmetros de 

ratos SHR: 

• Tolerância ao esforço físico; 

• Composição corporal e a antropometria; 

• Pressão arterial e a frequência cardíaca de repouso; 

• Massa cardíaca; 

• Função sistólica ventricular esquerda; 

• Dimensões de miócitos do ventrículo esquerdo;  

• Organização tecidual do ventrículo esquerdo;  

• Estado inflamatório do ventrículo esquerdo; 

• Indicadores de função endotelial no ventrículo esquerdo;  

• Cálcio intracelular transiente de miócitos isolados do ventrículo esquerdo; 

• Contratilidade celular de miócitos isolados do ventrículo esquerdo; 

• Proteínas envolvidas na contração e relaxamento do ventrículo esquerdo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Animais e desenho experimental 

 

Ratos adultos da linhagem Wistar Kyoto e SHR foram utilizados no estudo. O 

tamanho amostral foi definido de acordo com a fórmula (CHARAN; KANTHARIA, 

2013):  

 Tac = Taቀͳ − [% atritoଵ଴଴ ]ቁ 

 

Sendo: 

Tac: Tamanho da amostra corrigido 

Ta: Tamanho da amostra 

Atrito: percentual esperado de perda de animais no experimento 

 

Assim,  Tac = ͸ ሺݐ�݉�݊ℎݒ�ݐ�ݐ݊݁ݏ݁ݎ݌݁ݎ �ݎݐݏ݋݉� �݀ ݋� ݉í݊�݉� ݁ݏ��݉�݊� ݉݋ܿ ݏ݋݀ݑݐݏ݁ ݉݁ �݀�݉�ݐݏሻሺͳ −  [ʹͲ ሺ݋݀�ݎ݁݌ݏ݁ ݋ݐ�ݎݐ� ݁݀ ݉݁��ݐ݊݁ܿݎ݋݌ሻ / ͳͲͲ]ሻ  

Daí,  Tac = ͸Ͳ,ͺ = ͹,ͷ ሺ݋݀�ݎݐ݊݋ܿ݊݁ ݋݀�ݐ݈ݑݏ݁ݎሻ=  ͺ animais por grupo ሺresultado arredondadoሻ  
 

Como os experimentos foram feitos com células isoladas e armazenamento de 

tecidos em formalina e congelados foi necessário duplicar o número de animais em cada 

grupo, uma vez que a coleta de células isoladas pode danificar os tecidos e impossibilitar 

análises morfológicas, de expressão gênica e proteica feita a partir da análise de tecidos 

armazenados em formalina e congelados. Os animais foram provenientes do Biotério 

Central do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde da UFV, e os procedimentos 

experimentais foram realizados no Laboratório de Biologia do Exercício (BIOEX), 

situado no Departamento de Educação Física da UFV. 

No BIOEX, os animais foram alojados em caixas de polietileno, com até 5 ratos 

por caixa e tiveram acesso à ração comercial e água ad libitum. A temperatura ambiente 
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foi mantida em 22 ± 2 °C, sob um ciclo claro/escuro de 12/12h. O experimento teve 

duração de 10 semanas, contadas a partir da semana que os animais iniciaram o TR. Todos 

os animais foram pesados, por meio de balança digital, no 1° dia de cada semana de TR 

e no último dia do período experimental. 

Os animais, com 15 semanas de idade, foram separados em 4 grupos, com 16 

animais em cada grupo, conforme a seguir: normotenso sem treinamento (NS), 

normotenso treinado (NT), hipertenso sem treinamento (HS) e hipertenso treinado (HT). 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-UFV) 

da UFV (Protocolo 01/2018, ANEXO 1) e foi conduzido de acordo com os princípios do 

Guia para o Cuidado no Uso de Animais de Laboratório (NEVES; ONG; RODRIGUES 

et al., 2013). Os procedimentos (Figura 3) foram acompanhados por um médico 

veterinário. 

 

 

Figura 3. Fluxo dos experimentos do estudo. BIOEX: Laboratório de Biologia do 
Exercício do Departamento de Educação Física da UFV. PA: Pressão arterial. FCR: 
Frequência cardíaca de repouso. PMC: Peso máximo carregado. 

 

3.2. Pressão Arterial e Frequência Cardíaca de Repouso  

 

As mensurações da PA e frequência cardíaca de repouso (FCR) foram realizadas 

por método não invasivo através de pletismografia de cauda, com a utilização de 

pletismógrafo devidamente calibrado e apropriado para medidas em ratos (LE 5001, 

Panlab, Harvard Apparatus, Espanha). As medidas de todos os animais foram realizadas 

no início e quarenta e oito horas após o final do período experimental. Por um período de 

cinco dias antes da realização das medidas, todos os animais foram familiarizados ao 
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aparato de contenção e às condições utilizadas para as medidas da PA e da FCR, durante 

sessões diárias, sempre no mesmo horário do dia, em sala específica, ambiente calmo, 

com temperatura e luminosidade devidamente controladas, sem influência de nenhum 

agente externo. 

Durante as medidas os animais foram posicionados no aparato de contenção e 

aquecidos de forma passiva a fim de atingir a vasodilatação da artéria caudal por meio de 

exposição à temperatura de 29-32°C durante 10 minutos. Em seguida, um manguito de 

pressão e um transdutor de pulso foram colocados a três centímetros da ponta da cauda 

(Figura 4). Após a captação do pulso, o manguito era insuflado para obtenção das medidas 

da PAS, PAD, PAM e da FCR. 

 

 

Figura 4. Pletismógrafo utilizado para mensuração da pressão arterial e da frequência 
cardíaca de repouso. 

 

3.3. Protocolo de treinamento físico resistido 

 

O protocolo de Hornberger e Farrar (2004) foi adaptado para as necessidades e 

execução da pesquisa. Os ratos foram familiarizados por duas semanas com a prática de 
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TR que consistiu em subida de escada vertical (1,1 x 0,18m, 2 cm de espaçamento entre 

os degraus da grade, 80º de inclinação) com sobrecarga externa fixada na cauda (Figura 

5).  

 

 

Figura 5. Escada vertical e aparato de sobrecarga externa para a realização do treinamento 
resistido. 

 

A familiarização ocorreu por duas semanas, com frequência semanal de três vezes 

(Tabela 1). No primeiro dia, os animais foram incentivados a escalar aplicando-se em sua 

cauda um estímulo (pinçar dos dedos) para iniciar o movimento. No topo da escada, 

encontraram uma gaiola de polietileno (20 x 20 x 20 cm) onde descansaram por 120 

segundos (Figura 3). Ao chegarem à gaiola, os animais completavam uma série. Este 
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procedimento foi repetido até que os ratos voluntariamente subissem a escada três vezes 

consecutivas, sem o incentivo do estímulo na cauda, ao fim da primeira semana. 

Na segunda semana de adaptação, os ratos escalaram voluntariamente a escada de 

duas a três séries, sem o incentivo do estímulo na cauda, com um aparato (tubo cônico) 

de 15 g, fixado à parte proximal da cauda, por meio de uma fita adesiva (1,5cm, 3M 

Tartan). Esse tubo foi usado posteriormente para aumentar a carga externa durante o 

período de TR, como explicado na seção 4.4. Todos os animais, inclusive os animais 

submetidos ao protocolo de TR, realizaram o período de familiarização. 

 

Tabela 1. Progressão da familiarização à escada vertical. 
Semana Domingo 2ª feira 3ª feira 4ª feira 5ª feira 6ª feira Sábado 

1 Descanso 1 série 
Sem 

aparato 

Descanso 2 séries 
Sem 

aparato 

Descanso 3 séries 
Sem 

aparato 

Descanso 

2 Descanso 2 séries 
Com 

aparato 

Descanso 3 séries 
Com 

aparato 

Descanso 3 séries 
Com 

aparato 

Descanso 

 

3.4. Teste de peso máximo carregado 

 

Após 72 horas do fim do período de familiarização com a escada, foi realizado 

um teste de peso máximo carregado (PMC). Na escalada inicial foi aplicado 75% da 

massa corporal do animal, colocando-se peso dentro do aparato fixado à cauda animal. 

Como peso foi utilizado chumbada utilizado usualmente com isca para peixes. Após 

completar o carregamento desta carga com sucesso, os animais descansaram por 120 

segundos e em seguida uma sobrecarga adicional de 30 gramas foi adicionada. Este 

procedimento foi sucessivamente repetido até que a carga alcançasse um peso que não 

permitia mais que o rato conseguisse escalar. Esse foi o ponto utilizado para determinar 

o PMC obtido pelos animais. Ao final da quarta semana de TR esse teste foi realizado 

com o objetivo de reajustar a carga de TR; e ao final da oitava semana de TR para verificar 

o ganho de força dos animais (Figura 6). O peso máximo carregado foi utilizado como 

um índice de tolerância ao esforço físico. 

Para verificar a influência da alteração da MC ao longo do tempo e entre as 

linhagens foi calculado o PCM relativo, dividindo-se o PMC absoluto pela MC de cada 

animal. 
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Figura 6. Protocolo do teste de Peso Máximo Carregado (PMC). MC: Massa Corporal. 
ID: intervalo de descanso. 

 

3.5. Protocolo de treinamento físico resistido 

 

A primeira sessão ocorreu 48 horas após o teste de PMC. O TR consistiu em 

escalar de quatro a nove vezes carregando progressivamente cargas mais pesadas. 

Durante as primeiras quatro escaladas, os ratos carregaram 50%, 75%, 90% e 100% do 

PMC. Durante cada escalada subsequente, 30 gramas foram adicionadas, até que o rato 

não conseguisse mais escalar (Figura 7). Este TR foi repetido três vezes por semana, 

durante oito semanas. 

 



42 
 

 
 

 

Figura 7. Diagrama da sessão de treinamento físico resistido. PMC: Peso máximo 
carregado. ID: intervalo de descanso. 

 

Durante todo o período de TR o volume de carga total semanal foi determinado 

pela fórmula proposta por Tibana et al., (TIBANA; VIEIRA; TAJRA et al., 2013): 

 
VC = número de séries x número de subidas por série x sobrecarga (g) 

 

Sendo: 

VC: volume de carga 

 

3.6. Ecocardiografia 

 

Para o exame, os animais foram avaliados 72 hs após a última sessão de treino dos 

animais exercitados, sendo seus controles não treinados avaliados no mesmo período. 

Para tal, cada animal foi anestesiado utilizando-se isoflurano a 3% em oxigênio 100% em 

fluxo constante de um litro por minuto para indução, por um período aproximado de 3 

minutos em caixa de contenção. Para a manutenção da anestesia o isoflurano foi mantido 

a 1,5% através de cone nasal pequeno (adaptado para ratos) durante um período de 10 a 

12 minutos para a realização da ecocardiografia. 

O exame ecocardiográfico transtorácico foi realizado por uma mesma médica 

veterinária, com experiência prévia nesse tipo de procedimento, conforme descrito 
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anteriormente (LAVORATO; DEL CARLO; DA CUNHA et al., 2016). O exame incluiu 

estudos bidimensionais (2D) com taxa de amostragem rápida (frame rate) de 120 fps e 

modo-M, usando um sistema de ultrassom (MyLabTM30 – Esaote, Genoa, Itália) com 

transdutor (phasedarray) de 11,0 MHz de frequência nominal. As imagens foram obtidas 

enquanto os animais permanecerem em decúbito lateral, sob efeito de anestesia. Os 

ecocardiogramas transtorácicos 2D e modo-M foram obtidos com velocidade de 

varredura de 200 mm/s e ajustada de acordo com a frequência cardíaca. As imagens foram 

coletadas de acordo com as recomendações da Sociedade Americana de Ecocardiografia 

e armazenadas para análise posterior. Cada parâmetro foi mensurado em três ciclos 

cardíacos distintos e a média das medidas foi utilizada para as análises estatísticas 

(SAHN; DEMARIA; KISSLO et al., 1978). 

Os parâmetros ecocardiográficos analisados foram a espessura do septo 

interventricular na diástole (ESID) e na sístole (ESIS), a dimensão interna do VE na 

diástole (DIVED) e na sístole (DIVES), a espessura da parede ventricular esquerda na 

diástole (EPVED) e na sístole (EPVES), como parâmetros morfológicos do VE. Além 

disso, foram mensuradas a fração de ejeção e a fração de encurtamento, para a medida da 

função sistólica ventricular esquerda. As análises das imagens foram realizadas de forma 

aleatória e com o observador cego quanto aos grupos experimentais. 

 

3.7. Medidas antropométricas 

 

Imediatamente após o procedimento da ecocardiografia, com os animais ainda sob 

efeito da anestesia e em decúbito ventral foram realizadas as medidas antropométricas, 

utilizando uma fita métrica. As circunferências foram feitas entres os pares de patas dos 

animais, sendo a circunferência torácica (CT) coletada imediatamente anterior a pata 

dianteira e a circunferência abdominal (CA) foi coletada imediatamente próxima a pata 

traseira. Posteriormente, foi calculada a relação CA/CT (cm). O comprimento naso-anal 

(cm) também foi obtido (NOVELLI; DINIZ; GALHARDI et al., 2007). O índice de 

massa corporal (IMC) foi calculado por meio da seguinte fórmula (NOVELLI; DINIZ; 

GALHARDI et al., 2007) 

 

IMC (g/cm2) = MC (g) / (comprimento naso-anal)2 (cm)2 
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Sendo: 

IMC: índice massa corporal.  

MC: massa corporal.  

 

3.8. Eutanásia 

 

A eutanásia dos animais foi realizada por decapitação, 24 hs após a realização do 

ecocardiograma, sem utilização de anestesia prévia, por meio de guilhotina própria para 

uso de roedores (Insight EB 271), com lâmina periodicamente amolada e a limpeza 

realizada após a morte de cada animal. Foi utilizado um cone plástico para contenção 

física do animal para reduzir o estresse do manuseio, melhorar o posicionamento do 

animal e reduzir a possibilidade de injúria no operador (MINISTÉRIO CIÊNCIA, 2018).  

Este método foi utilizado porque está relacionado com a menor percepção da dor 

do animal comparado a outras formas como o deslocamento cervical e métodos 

inalatórios como uso de gás carbônico e drogas anestésicas (MINISTÉRIO CIÊNCIA, 

2018). Ademais, sabe-se que o uso dessas drogas pode contaminar o material biológico, 

causar depressão miocárdica, alterar a frequência cardíaca e respiratória, além de possuir 

ação miorrelaxante, o que pode comprometer os resultados das análises 

histomorfométricas e de cardiomiócitos isolados do presente estudo (FISH; BROWN; 

DANNEMAN et al., 2008; FLECKNELL, 2015). 

 

3.9. Extração Lipídica 

 

A quantidade total de lipídios foi avaliada diretamente pelo método de extração 

de Soxhlet (NIELSEN, 2010). As carcaças dos animais utilizadas para as medidas de 

massa do coração, massa dos ventrículos e suas razões foram armazenadas em 

refrigerador (5 ºC) até serem utilizados.  

Posteriormente, foram secadas em estufa (Nevoni, Nv 1.6) com circulação 

contínua de ar por 24 horas com temperatura constante de 105 °C. Após a secagem, as 

carcaças foram trituradas por meio de pistilo e graal e posteriormente armazenadas em 

um cartucho com papel filtro qualitativo (gramatura: 80 g/m2). Os cartuchos foram 

inseridos no extrator Soxhlet, onde a gordura foi extraída usando um solvente orgânico 
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(éter etílico). O éter foi aquecido e volatilizado e depois condensado acima da amostra. 

Após a condensação, o éter gotejou sobre o cartucho, promovendo a extração de lipídios. 

Todo o processo ocorreu repetidamente em pequenos ciclos de 15 a 20 minutos até 

completar 8 horas de extração. Após a extração, foi possível calcular o conteúdo de lipídio 

dos animais (g), pela diferença entre o peso dos cartuchos pré e pós-extração. Com este 

valor e o da massa corporal (g), o percentual de gordura dos animais foi calculado 

aplicando uma regra de três simples. 

 

3.10. Massa do coração, dos ventrículos e suas razões 
  

 Após 24 horas do exame ecocardiográfico, oito ratos de cada grupo foram pesados 

e sacrificados. Os seus corações foram removidos e pesados (MCor); posteriormente os 

ventrículos foram separados dos átrios e pesados (massa dos ventrículos: MV), e em 

seguida o VE foi separado do ventrículo direito (VD) e do septo interventricular, e a 

massa do VE (MVE), do VD (MVD) e do septo (MS) foram medidas em balança de 

precisão (Gehaka –Brasil, modelo AG 200). Dessa forma foi possível calcular as razões 

entre a massas do ventrículo e do coração (MV:Mcor) e entre as massas do VE e do 

coração (MVE:Mcor). Por fim, a tíbia direita foi removida e medida por meio de 

paquímetro, o que possibilitou a medida da razão entre a massa do VE e o comprimento 

da tíbia (MVE:tíbia). Essas razões foram utilizadas como índices de hipertrofia 

ventricular. 

 

3.11. Análises histológicas e morfométricas do ventrículo esquerdo 

 

As análises histológicas e morfométricas do VE foram realizadas conforme 

descrito previamente (BOZI; MALDONADO; BALDO et al., 2013). Em suma, os 

fragmentos do VE foram submetidos ao processamento histológico de rotina 

(desidratação, diafanização e infiltração) e embebidos em resina. As amostras foram 

desidratadas seguindo a série alcoólica crescente (70%, 80%, 90% e absoluto), sendo que 

os banhos foram de 30 min em cada solução, para inclusão em glicol metacrilato 

(Historesina, Leica®). Na sequência, o material passou por infiltração em historesina 

usada, por 24 h, e em historesina nova por 2 h, quando foi emblocado em resina com 

polimerizador.  
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Em seguida, foram feitos cortes histológicos, de 5 μm de espessura utilizando-se 

navalhas de vidro em um micrótomo (Leica, RM2155). Para evitar análises repetidas da 

mesma área histológica, as seções foram avaliadas em semi-séries, usando um de cada 

cinquenta secções. Foram montadas duas lâminas histológicas por animal, contendo oito 

cortes cada. Posteriormente, os cortes histológicos foram corados com hematoxilina e 

eosina (H & E) ou com picrosirius red seguidos por desidratação e diafanização e as 

lâminas foram montadas. 

Os cortes histológicos corados com H & E foram usados para análise da 

morfologia do VE. As lâminas foram visualizadas e as imagens capturadas usando-se 

uma câmera digital (Olympus DP 73; Tóquio, Japão) acoplada em microscópio de luz 

(Olympus BX 53; Tóquio, Japão), por meio do aplicativo Cellsens 1.7 Image Software 

(Olympus; Tóquio, Japão). Posteriormente, foram examinadas na orientação transversal 

(aumento de 40x), onde para cada animal, foram analisadas 54 células usando-se o 

software Image - Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics; Silver Spring, USA). As medidas 

constaram da área de secção transversa (AST) dos miócitos, dos percentuais de 

citoplasma, de núcleo, de vasos sanguíneos e de MEC, usando-se o software Image J 

(National Institutes of Health, EUA). Foram analisadas seis imagens aleatórias de cada 

animal. Os parâmetros avaliados foram determinados usando-se a técnica morfométrica, 

onde uma grade com 266 interseções foi sobreposta às imagens, as estruturas de interesse 

foram contadas e os dados foram expressos em porcentagem.  

As lâminas coradas por picrosirius red foram utilizadas para quantificar as fibras 

de colágeno tipo I e tipo III. As lâminas foram observadas em microscópio com luz 

polarizada (Olympus BX 53; Tokio, Japan). Dez imagens do VE foram capturadas, com 

aumento de 20x, usando-se uma câmera digital (Olympus DP 73; Tokio, Japan) e o 

aplicativo Cellsens 1.7 Image Software (Olympus; Tokio, Japan). As imagens foram 

analisadas usando-se o software Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics; Silver Spring, 

USA). Foram analisadas seis imagens aleatórias de cada animal, na orientação 

transversal. Da mesma forma, os parâmetros avaliados foram determinados usando-se a 

técnica morfométrica, onde uma grade com 266 interseções foi sobreposta às imagens e 

as estruturas de interesse foram contadas. Nestas análises, utilizou-se a ferramenta 

“intensity range selection” para determinar as cores de interesse para as medições, após 

calibração. As fibras espessas, que sob luz polarizada manifestavam coloração laranja-

vermelha, foram consideradas colágeno tipo I, enquanto a coloração azul-verde foi 
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considerada colágeno tipo III (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978). A 

média da área ocupada pelo colágeno foi dividida pela média da área total da imagem e 

os resultados calculados em porcentagem das fibras por área total.  

A partir dos resultados do percentual de colágenos do tipo I e III, foi possível 

calcular a razão III:I, como índice de rigidez do miocárdio (JUGDUTT, 2003). 

 

3.12. Análise de expressão gênica de biomarcadores no ventrículo esquerdo 

 

As amostras dos VE (50 mg) foram homogeneizadas para isolar o RNA utilizando 

trizol (Invitrogen, São Paulo, SP, Brasil). A pureza do RNA (260/280nm) e as 

concentrações (ng/mL) foram determinadas na espectrofotometria (NanoDrop 2000, 

Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA) e a integridade foi avaliada eletroforeticamente 

por gel de agarose 1%, marcado com Nancy 520 (Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brasil). 

Utilizando-se a técnica de reação em cadeia de polimerase em tempo real (qRT-PCR) foi 

realizada a quantificação dos níveis de RNA mensageiro (RNAm) dos genes beta-actina 

(β-actina), TNF, interleucina 10 (IL-10), ET-1, VEGF, colágeno tipo 1 (COL I) e 

colágeno tipo 3 (COL III).  

A transcrição reversa (cDNA) foi realizada com 2μg de RNA total adicionado aos 

seguintes reagentes: oligo dT (0.5 μg), RiboLockTM RNAse inhibitor (20U), 1mM de 

dNTP Mix, RevertAidTM Reverse Transcriptase (200U), totalizando uma solução com 

volume final de 20 μl (Fermentas, Glen Burnie, MD, EUA). Em seguida, foi incubada 

por 60 minutos à 42ºC mais 10 minutos à 70ºC, finalizando a transcrição reversa. A 

expressão gênica foi analisada por qRT-PCR, utilizando-se primers (Thermo Fisher 

Scientific, EUA) desenhados (Tabela 2) e Power SYBR Green PCR (Thermo Fisher 

Scientific, EUA). A quantificação da fluorescência e análise da amplificação das bandas 

foram feitas pelo sistema de detecção de sequências ABI Prism 7500 (Applied Biosytems, 

Foster City, CA, EUA). 
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Tabela 2. Sequência dos primers para a análise de reação em cadeia de polimerase em 
tempo real. 

 Forward Reverse 
ß-actina ACCACAGGCATTGTTCTGGA TAAGGTAGTCAGTGAGGTCC 
COL IA1 AGAGAGCATGACCGATGGA GAGGTTGCC AGT CTG TTG G 
COL IIIA1 AAGGTCCACGAGGTGACAA AGGGCCTGGACTACCAACT 
TNF TGGGCTACGGGCTTGTCACTC GGGGGCCACCACGCTCTTC 
IL-10 GAAGGACCAGCTGGACAACAT CCTGGGGCATCACTTCTACC 
VEGF-A GTA CCT CCA CCA TGC CAA GT GCA TTA GGG GCA CAC AGG AC 
ET1 CGGGGCTCTGTAGTCAATGTG CCA TGC AGA AAG GCG TAA AAG 

 

Os resultados foram expressos usando-se o método de limiar comparativo de 

ciclos (Ct) como descrito pelo produtor do sistema. Os valores de delta Ct (DCt) foram 

calculados para cada amostra e gene de interesse, com Ct gene – Ct gene normalizador. 

O cálculo das mudanças relativas no nível de expressão do gene de interesse (DDCt) foi 

realizado por subtração da média do DCt do grupo controle para o correspondente DCt 

de cada amostra dos demais grupos, seguindo de 2(-DDCt) (LIVAK; SCHMITTGEN, 

2001). Para fins representativos, os valores do grupo NS foram arbitrariamente definidos 

como 1. Nas correlações entre os resultados de expressão gênica e outras variáveis, 

utilizando os valores de 2(-DDCt), para que assim seja excluído a correção pelo grupo 

controle (HS). 

O TNF (pró-inflamatório) e a IL-10 (anti-inflamatória) foram avaliados como 

biomarcadores inflamatórios no VE. O ET-1 (constrição) e o VEGF (relaxamento) foram 

analisados como os biomarcadores de função endotelial no VE (MOREIRA-

GONCALVES; FERREIRA; FONSECA et al., 2015). As expressões do colágeno tipos 

I e III , foram medidas para verificar a expressão de biomarcadores de tecidos não 

contráteis. A β-actina foi utilizada como normalizador para todas as análises. 

 

3.13. Avaliação da função contrátil dos miócitos isolados do ventrículo esquerdo  

 

A função contrátil foi realizada em miócitos isolados do VE de oito animais de 

cada grupo, diferentes dos animais utilizados para a medida da massa do coração, 

ventrículo e suas razões, para não interferir na confiabilidade de ambas as medidas. 
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3.13.1. Isolamento dos miócitos do ventrículo esquerdo 
 

Para o isolamento de cardiomiócitos, foi utilizado o método descrito 

anteriormente (RODRIGUES; PRÍMOLA-GOMES; SOARES et al., 2018). Após a 

eutanásia, o coração foi rapidamente removido por meio de toracotomia e lavado em 

solução de isolamento contendo 750 μM de CaCl2 (Solução A, APÊNDICE) para a 

remoção do excesso de sangue. A seguir, o coração foi canulado em um sistema de 

perfusão (Langendorff adaptado) e perfundido com a solução de isolamento contendo 750 

μM de CaCl2 (Solução A, APÊNDICE 1), até que todos os vasos coronarianos estivessem 

completamente limpos. A perfusão foi, então, trocada por uma solução livre de Ca2+ 

contendo 0,1 mM de ácido tetracético etilenoglicol (EGTA) (Solução B, APÊNDICE 1), 

por 6 minutos, para o rompimento dos discos intercalares entre os cardiomiócitos e a 

quelação de Ca2+. Após, o coração foi perfundido com uma solução enzimática contendo 

colagenase tipo II  (Worthington, EUA), protease e CaCl2 (Solução C, APÊNDICE 1), 

durante 5 a 10 minutos, para digestão da matriz extracelular. As soluções utilizadas foram 

oxigenadas (O2 100% – White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de 

aproximadamente 36 ºC. 

Após a perfusão, os ventrículos direito e esquerdo foram separados dos átrios e 

pesados em balança de precisão (Gehaka–Brasil, modelo AG 200). O VD foi removido e 

o VE isolado do septo interventricular. Os músculos papilares e o tecido conjuntivo foram 

removidos manualmente do VE. 

Em seguida, o VE foi colocado em frasco contendo 5 ml da solução enzimática 

(Solução C, APÊNDICE 1). Os frascos foram agitados moderadamente entre 5 a 10 

minutos, em “banho-maria” à temperatura de 37 ºC, sendo o conteúdo oxigenado (O2 

100% – White Martins, Brasil). A seguir, o conteúdo do frasco foi filtrado e centrifugado 

(3000 rpm) por 30 segundos. O sobrenadante foi removido e os cardiomiócitos foram 

suspendidos na solução de isolamento, contendo 750 μM de CaCl2 (Solução A, 

APÊNDICE 1). Esse processo de agitação do VE com solução enzimática, filtragem, 

centrifugação e suspensão em solução foi repetido de 2 a 3 vezes. Os cardiomiócitos 

isolados foram armazenados em placas de Petri em refrigerador (5 ºC) até serem 

utilizados. As análises descritas a seguir foram realizados em até 3 horas após o 

isolamento. 
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3.13.2. Medida de contratilidade celular 
 

As contrações dos miócitos isolados do VE foram medidas usando-se a técnica de 

alteração do comprimento dos cardiomiócitos em um sistema de detecção de bordas 

(Ionoptix, EUA), montado num microscópio invertido (Nikon Eclipse –TS100, EUA) 

equipado com uma lente objetiva de imersão em óleo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA) 

(Carneiro-Junior et al., 2014). Os cardiomiócitos acomodados em uma câmara 

experimental, banhados com solução Tyrode (ver APÊNDICE 1) em temperatura 

ambiente entre 30 e 35 ºC e estimulados externamente nas frequências de 1, 3, 5 e 7 Hz 

(40 V, duração de 5 ms) por um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator, 

Ionoptix, EUA), utilizando-se um par de eletrodos de aço acoplado à câmara 

experimental. Cada frequência de estimulação foi realizada por 15 a 20 segundos, para 

que as células alcancem um estado estacionário de contração, sem contrações e oscilações 

espontâneas. Utilizou-se para mensuração das contrações somente os cardiomiócitos que 

estavam com as bordas e as estriações sarcoméricas bem definidas, relaxados em 

repouso, sem apresentar contrações espontâneas.  

A partir dos registros obtidos foi analisada a amplitude de contração (variação do 

comprimento celular de repouso, %), a velocidade de contração e de relaxamento, por 

meio do programa IonWizard 6.3 (Ionoptix, EUA) (Figura 8). Para análise de cada 

frequência foram utilizadas seis curvas consecutivas de contração celular por célula. 

 

 

Figura 8. Traçado representativo da contração celular. 
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3.13.3. Mensuração do comprimento, largura e volume celular  

 

Para análise das dimensões dos miócitos isolados do VE, foram utilizadas 60 

células por grupo. Resumidamente, os miócitos isolados foram acomodados em uma 

câmara experimental e banhados com solução Tyrode (ver APÊNDICE 1) à temperatura 

ambiente (~30 a 35 ºC). As imagens das células foram capturadas por uma câmera 

(Myocam, Ionoptix, EUA) acoplada a um microscópio invertido (Nikon Eclipse – TS100, 

EUA) e visualizadas em um monitor de um microcomputador, com aumento de 400x, 

usando-se lente objetiva de imersão em óleo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA). Para tal, 

utilizou-se um programa de captação de imagens (MVision 5XX, Ionoptix, EUA). O 

comprimento celular foi determinado medindo-se a imagem da célula gerada no monitor, 

desde a borda direita até a borda esquerda. A largura celular foi determinada medindo-se 

a imagem gerada no monitor, desde a borda superior até a borda inferior, conforme 

ilustração abaixo (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Imagem representativa da medida da largura (vermelho) e comprimento (preto) 
celular. 

 

Para a realização das medições do comprimento e da largura dos cardiomiócitos, 

utilizou-se uma régua graduada. Somente foram escolhidas para as medições, as células 

que estavam em boas condições, com as bordas (direita/esquerda e superior/inferior) e as 

estriações sarcoméricas bem definidas, relaxadas em repouso, sem apresentar contrações 

voluntárias. O volume celular, dado em picolitros, foi calculado usando-se a fórmula 

proposta por Satoh et al., (1996): 
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Volume (pL) = comprimento (μm) x largura (μm) x (7,59 x 10-3pL/μm2 ) 

 

3.13.4. Medidas do cálcio intracelular transiente 

 

As medidas de [Ca2+] i transiente em miócitos isolados do VE foram feitas 

utilizando-se um microscópio invertido (Nikon Eclipse – TS100, EUA) equipado com 

uma lente objetiva de imersão em óleo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA). Os miócitos isolados 

foram incubados com o indicador fluorescente de Ca2+, permeável à membrana 

plasmática, Fura-2 ácido aminopolicarboxílico (Fura-2AM, ThermoFisher, Waltham, 

EUA). Esse marcador foi preparado em uma solução estoque a base de dimetilsulfóxido 

– DMSO (50 μl de DMSO em 50μg de Fura-2 AM). Adicionou-se 5 μl dessa solução em 

2 ml de meio celular (Células suspensas na solução A, APÊNDICE 1) contidos em tubo 

Falcon, envolvido em folha de papel alumínio. A solução foi suavemente agitada em 

superfície plana por 10 min. Em seguida, o tubo foi centrifugado por 30 segundos (3.000 

rpm), removeu-se o sobrenadante e os cardiomiócitos foram novamente suspensos em 4 

ml de solução de isolamento contendo 750 μM de CaCl2 (Solução A, APÊNDICE 1). 

Após esse procedimento, os cardiomiócitos foram colocados em repouso em um 

refrigerador (5º C) por 30 min. 

Após o tempo no refrigerador, o [Ca2+] i transiente foi medido utilizando-se um 

sistema de excitação dupla que detecta a fluorescência excitada por luz UV com 

comprimento de 340 e 380 nm (Ionoptix – EUA). Os miócitos isolados do VE incubados 

com Fura-2 foram acomodados em uma câmara experimental, banhados com solução 

Tyrode (ver APÊNCICE 1) em temperatura ambiente entre 30 e 35 ºC e estimulados 

externamente nas frequências de 1, 3, 5 e 7 Hz (40 V, duração de 5 ms) por um 

estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator, Ionoptix, EUA), utilizando-se um par 

de eletrodos de aço acoplado à câmara experimental. Cada frequência de estimulação foi 

realizada por 15 a 20 segundos, para que as células alcancem um estado estacionário de 

contração, sem contrações e oscilações espontâneas. Utilizou-se para mensuração das 

contrações somente os cardiomiócitos que estavam com as bordas e as estriações 

sarcoméricas bem definidas, relaxados em repouso, sem apresentar contrações 

espontâneas. A emissão de fluorescência foi detectada entre 340 e 380 nm, por um tubo 

fotomultiplicador. A fluorescência registrada foi a razão entre as excitações de 340 e 380 
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nm (razão 340/380), usando-se o Software IonWizard 6.3 (Ionoptix, EUA). Todo o 

procedimento descrito anteriormente foi realizado em uma sala escura. 

Os parâmetros analisados foram a amplitude, a velocidade até o pico (velocidade 

compreendida desde a fluorescência basal até atingir à fluorescência máxima) e a 

velocidade de decaimento do [Ca2+] i transiente (velocidade compreendida desde a 

fluorescência máxima até o retorno à fluorescência basal), conforme ilustrado na Figura 

10. Para análise de cada frequência foram utilizadas seis curvas consecutivas de contração 

celular por célula.  

 

 

 

Figura 10. Traçado representativo do cálcio intracelular transiente. 

 

3.14. Quantificação de proteínas do ventrículo esquerdo 
 

Para a quantificação das proteínas de CaV1.2, do NCX1, da SERCA2a e da FLBt 

do VE, foram utilizadas amostras de seis animais para cada grupo. As amostras foram 

submetidas à extração de proteínas totais, onde foram homogeneizados mecanicamente 

na presença do tampão de lise (tampão RIPA (MERCK, EUA) enriquecido com 

inibidores de proteases (P2714; Sigma-Aldrich, EUA) e fosfatases (S6508; Sigma-
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Aldrich, EUA). A quantificação das proteínas totais presentes em cada amostra foi feita 

utilizando o método de Lowry, conforme descrito anteriormente (LOWRY; 

ROSEBROUGH; FARR et al., 1951).   

 Em seguida, 70μg de proteínas foram separados por SDS/PAGE e transferidas 

para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Immobilon-P; EMD 

Millipore, EUA), previamente sensibilizada. Após a transferência, a membrana foi corada 

com Ponceau 0,5% (Ponceau S; AMRESCO, EUA), a fim de confirmar a eficácia da 

transferência. Foi realizado o bloqueio da membrana com leite em pó (5%) (Molico; 

Nestlé, Suíça) diluído em PBS-Tween 0,3% (Tween 20; AMRESCO, EUA) por 1 hora e, 

então, incubada overnight com uma solução contendo 5% de leite em pó (diluído em PBS-

Tween 0,3%) com os seguintes anticorpos: anti-GAPDH (1:1000;  sc-25778, Santa Cruz 

Biotechnology), anti-CaV1.2 (1:200;  sc-16229R, Santa Cruz Biotechnology), anti-

NCX1 (1:500;  sc-32881, Santa Cruz Biotechnology), anti-SERCA2A (1: 200, sc-8094, 

Santa Cruz Biotechnology) e anti-PLB total (1:2000;  sc-393990, Santa Cruz 

Biotechnology) 

 Após incubação com o anticorpo primário, 3 lavagens de 5 minutos com PBS-

Tween foram realizadas e os respectivos anticorpos secundários (também diluído em 

solução de 5% de leite em pó em PBS-Tween) adicionados. Após 1 horas de incubação, 

a membrana passou novamente por 3 lavagens com PBS-Tween e foi revelada por 

detecção quimioluminescente (Immobilon Forte Western HRP; MERCK) (ImageQuant 

LAS 4000; General Electric, EUA). As análises foram feitas através do software ImageJ 

e os níveis de proteína foram expressos como proporção das densidades ópticas. O 

GAPDH foi utilizado como normalizador para todas as análises.   

 

3.15. Análises Estatísticas 

 

Os dados foram analisados utilizando o software SigmaPlot®, versão 12.3 (Systat 

Software, San Jose, CA). Inicialmente foram submetidos ao teste de normalidade de 

Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov, quando apropriado. Usou-se o teste t pareado 

para comparar a massa corporal inicial e final em cada grupo. As comparações de VC, 

PMC absoluto e relativo, FCR, PAS, PAD e PAM antes e após o período de TR foram 

realizadas por meio de ANOVA two way com medidas repetidas, seguida de teste post 

hoc de Tukey. As comparações entre os grupos dos valores de PMC, das massas do 
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coração e suas razões, assim como dos dados da ecocardiografia, da largura, comprimento 

e volume celular, do [Ca2+] i e da contração celular, da análise da composição corporal, 

das análises histológicas, da expressão gênica do VE, e da expressão proteica do VE 

foram feitas usando ANOVA two way, seguida de teste post hoc de Tukey. Para obter o 

tamanho do efeito, foi calculado o índice d de Cohen para grupos emparelhados, de 

acordo com a fórmula a seguir: 

 Cohen′s ݀ = Mͳ − Mʹ√[݀ͳଶ +  ݀ʹଶ/ʹ] 
 

Sendo: 

M1: média do grupo tratamento. 

M2: média do grupo controle. 

d1: desvio-padrão do grupo tratamento. 

d1: desvio-padrão do grupo controle. 

 

Os valores de referência do tamanho do efeito foram: 0 a 0,19 = insignificante, 

0,20 a 0,49 = pequeno, 0,50 a 0,79 = médio, 0,80 a 1,29 = grande; e >1,30 = muito grande 

(COHEN, 1988; ROSENTHAL, 1996). Os dados foram apresentados como média ± erro-

padrão e adotou-se o nível de significância estatística de 5%. Os números de animais, 

corações e miócitos usados foram apresentados nas figuras e tabelas. 
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4. RESULTADOS  

 
 

A figura 11 apresenta o VC e os resultados dos testes de PMC. Durante o período 

de TR, o VC aumentou progressiva e significativamente, a partir da segunda semana, em 

ambos os grupos treinados, em comparação à semana 1 (Figura 11A; p < 0,05), porém, 

sem diferenças entre os grupos (p > 0,05).  

Com relação ao PMC absoluto, não houve diferença entre os grupos antes do 

início do protocolo de TR (Figura 11B; p > 0,05). Após o período de TR, houve efeito do 

fator treinamento (p = 0,007), independente do fator hipertensão, onde os grupos 

treinados (640,17 ± 15,31 g) obtiveram maior PMC que os grupos sem treinamento 

(374,03 ± 19,61 g). Contudo, não houve efeito do fator hipertensão (p > 0,05), 

independente do fator TR, e não houve interação entre os fatores (p > 0,05).  

Com relação ao PMC relativo, não houve diferença entre os grupos antes do início 

do protocolo de TR (Figura 11C; p > 0,05). Após o período de TR, houve efeito do fator 

TR (p = 0,007), independente do fator hipertensão, pois os animais treinados (1,97 ± 0,07 

g/g) obtiveram maior PMC que os grupos sem treinamento (1,08 ± 0,06 g/g). Porém, não 

houve efeito do fator hipertensão (p > 0,05), independente do fator TR. Também foi 

possível observar uma interação entre os fatores (p < 0,001), pois os animais grupo HT 

apresentaram maior PMC relativo que os grupos NT e HS, no momento pós-treinamento 

resistido (Figura 11C; tamanho do efeito: 1,6). 
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Figura 11. (A) Progressão do volume da carga de treinamento físico resistido. (B) Peso máximo carregado absoluto antes e após o período 
de treinamento físico resistido. (C) Peso máximo carregado relativo antes e após o período de treinamento físico resistido. Dados são média 
± EPM. n = 15 animais por grupo. NS: normotenso sem treinamento. NT: normotenso treinado: HS: hipertenso sem treinamento. HT: 
hipertenso treinado. Anova Two-Way para medidas repetidas, seguida do teste post hoc de Tukey. * diferente NS; † diferente HS; ‡ diferente 
NT; §diferente respectivo pré-treinamento; //diferente respectiva semana 1 (p < 0,05).
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4.1. Antropometria e conteúdo de lipídio. 

 

A tabela 3 mostra os dados de MC, composição corporal e antropometria dos 

animais experimentais. O efeito do fator hipertensão (p < 0,05), independente do fator 

TR, foi demonstrado em quatro variáveis, pois os animais hipertensos apresentaram 

menor MC inicial (288,00 ± 7,69 g) e final (313,14 ± 7,38 g), CA (13,67 ± 0,17 cm), CT 

(14,98 ± 0,27 cm) e relação CA/CT (0,91 ± 0,01 cm), quando comparado aos normotensos 

(MC inicial: 311,56 ± 5,97 g; MC final: 344,56 ± 8,49 g; CA: 17,75 ± 0,38 cm; CT: 16,00 

± 0,38 cm; relação CA/CT: 1,12 ± 0,03 cm). 

Houve efeito do TR, independente do fator doença (p < 0,05), pois os animais 

treinados apresentaram menor MC final (318,80 ± 9,39 g), IMC (0,60 ± 0,01 g/cm2) e CT 

(14,93 ± 0,29 cm)  que os animais sem treinamento (MC final: 341,00 ± 7,56 g; IMC: 

0,63 ± 0,01 g/cm2; CT: 16,12 ± 0,36 cm).  

Adicionalmente, houve interação entre os fatores para MC inicial e final, uma vez 

que os animais HT apresentaram menor MC, em comparação aos grupos NT e HS (Tabela 

3; p < 0,05). 
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Tabela 3. Massa corporal, composição corporal e antropometria. 
 NS NT HS HT p fator 

hipertensão 
TE fator 

hipertensão 
p fator 

treinamento 
TE fator 

treinamento 
Interação 

entre fatores 
TE interação 
entre fatores 

MC inicial, g 
317,63 ± 

5,29 
305,50 ± 

10,22 
293,57 ± 
11,60*  

282,43 ± 

11,38†‡ 
<0,001 -1,59 0,409 0,45 0,006 -1,18 

           

MC final, g 
357,00 ± 

6,55 
332,13 ± 

14,23 
322,71 ± 
11,13*  

303,57 ± 

9,92†‡ 
<0,001 -4,41 0,005 -0,27 0,05 -2,6 

           

IMC (g/cm2) 
0,66 ± 
0,02 

0,60 ± 
0,01 

0,61 ± 
0,02 

0,59 ± 0,01 0,054 -1,07 0,039 -1,11 0,199 -0,40 

           

CA (cm) 
17,80 ± 

0,62 
17,70 ± 

0,44 
14,03 ± 

0,26 
13,31 ± 

0,14 
<0,001 -2,82 0,354 -0,07 0,483 -1,28 

           

CT (cm) 
16,51 ± 

0,57 
15,49 ± 

0,43 
15,67 ± 

0,39 
14,29 ± 

0,19 
0,027 -0,62 0,010 -0,71 0,682 -1,78 

           
Relação 
CA/CT (cm) 

1,09 ± 
0,06 

1,14 ± 
0,02 

0,90 ± 
0,01 

0,93 ± 0,01 <0,001 -1,54 0,216 0,42 0,802 1,24 

           
Conteúdo de 
Lipídio (mg) 

41,70 ± 
4,86 

33,71 ± 
4,26 

34,10 ± 
3,80 

36,44 ± 
5,41 

0,548 -0,63 0,604 0,62 0,275 0,19 

           

% de gordura 
11,68 ± 

1,37 
10,09 ± 

1,07 
10,70 ± 

1,36 
11,99 ± 

1,79 
0,748 -0,26 0,916 0,46 0,314 0,31 

Dados são apresentados como média ± EPM de quinze a dezesseis animais de cada grupo. NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso 
treinado. HS, hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso treinado. TE: Tamanho do efeito. MC, massa corporal; CA, circunferência 
abdominal. CT, circunferência torácica. IMC, índice de massa corporal. Anova Two-Way, seguida do teste post hoc de Tukey. * diferente 
NS; † diferente HS; ‡ diferente NT (p < 0,05). 
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4.2. Pressão arterial e frequência cardíaca de repouso. 

 

Quanto à PA, houve efeito do fator hipertensão (p < 0,05), independente do fator 

TR, pois os animais hipertensos apresentaram maior PAS (pré: 168,79 ± 4,02 mmHg; 

pós: 174,39 ± 2,80 mmHg), PAD (pré: 118,96 ± 3,66 mmHg; pós: 121,43 ± 3,85 mmHg) 

e PAM (pré: 135,54 ± 3,11 mmHg; pós: 139,39 ± 2,78 mmHg) que os animais 

normotensos [PAS (pré: 130,89 ± 2,00 mmHg; pós: 127,32 ± 2,24 mmHg); PAD (pré: 

88,04 ± 2,96 mmHg; pós: 90,46 ± 3,22 mmHg) e PAM (pré: 102,39 ± 2,26 mmHg; pós: 

103,29 ± 2,74  mmHg)], tanto no momento pré, quanto no pós-treinamento físico resistido 

(Figuras 12B, 12C e 12D, respectivamente).  

Não foi observado efeito do fator hipertensão ou do fator TR, independentes um 

do outro, e não houve interação entre os fatores para a FCR, tanto no momento pré quanto 

no momento pós-treinamento físico resistido (Figura 12A; p > 0,05). Também, não foram 

observadas diferenças entre os grupos para os momentos pré e pós-treinamento físico 

resistido. Todavia, não foi observado efeito do fator TR sobre a PAS, a PAD e PAM 

(Figuras 12B, 12C e 12D; p > 0,05), independente do fator hipertensão, bem como não 

houve interação entre os fatores sobre esses parâmetros, tanto no momento pré quanto no 

pós-treinamento físico resistido. 
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Figura 12. Frequência cardíaca (A). Pressão arterial sistólica (B). Pressão arterial sistólica (C). Pressão arterial média (D) dos grupos 
experimentais antes (pré) e após (pós) o treinamento físico resistido. Dados são média ± EPM. n = 14 animais em cada grupo. N NS, 
normotenso sem treinamento. NT, normotenso treinado. HS, hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso treinado. Anova Two-Way.
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4.3. Massa do coração, massa dos ventrículos e razões 

 

A tabela 4 mostra a MCor, a MV e suas razões. Houve efeito do fator hipertensão 

(p < 0,05), independente do fator TR, na MV, MVD e MV:MCor, pois os animais 

hipertensos apresentaram menores valores de MV (1,14 ± 0,03 g), e maiores valores de 

MVD (0,20 ± 0,02 g) e MV:MCor (3,85 ± 0,15 g), em relação aos normotensos (MV: 

1,15 ± 0,06 g; MVD: 0,23 ± 0,01 g; e MV:MCor: 3,00 ± 0,04 g).  

Quanto ao TR, foi observado seu efeito, independente do fator hipertensão, para 

a MCor e a MVD (p < 0,05). Os animais treinados apresentaram maiores valores de MCor 

(1,36 ± 0,02 g) e menores valores de MVD (0,24 ± 0,01 g), em relação aos sem 

treinamento (MCor: 1,29 ± 0,01 g; MVD: 0,18 ± 0,01 g). 

Adicionalmente, foi demonstrada interação (p < 0,05) entre os fatores para duas 

variáveis: MVE e MVE:Mcor. Os animais do grupo HT apresentaram maiores MVE e 

MVE:MCor, em relação aos grupos NT e HS. Cabe ressaltar uma tendência de interação 

entre os fatores para a variável MVD, com uma maior MVD no grupo HT em relação ao 

grupo HS, com tamanho do efeito muito grande. 
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Tabela 4. Massa do coração, dos ventrículos e razões. 
 NS NT HS HT p fator 

hipertensão 
TE fator 

hipertensão 
p fator 

treinamento 
TE fator 

treinamento 
Interação 

entre 
fatores 

TE 
interação 

entre 
fatores 

Mcor, g 1,31 ± 
0,02 

1,33 ± 
0,03 

1,28 ± 
0,02 

1,40 ± 
0,03 

0,471 -0,60 0,045 0,37 0,092 1,62 

MV, g 1,15 ± 
0,02 

1,16 ± 
0,03 

1,06 ± 
0,01* 

1,20 ± 
0,05† 

0,037 -2,01 0,354 0,25 0,071 1,49 

MVD, g 0,23 ± 
0,01 

0,22 ± 
0,01 

0,14 ± 
0,01* 

0,26 ± 
0,02† 

0,022 -3,10 0,010 -0,28 0,001 2,48 

MS, g 0,19 ± 
0,01 

0,22 ± 
0,01 

0,25 ± 
0,01 

0,18 ± 
0,04 

0,350 1,82 0,467 1,06 0,113 -0,81 

MVE, g 0,70 ± 
0,02 

0,69 ± 
0,02 

0,61 ± 
0,01 

0,83 ± 
0,04†‡ 

0,713 -2,07 0,004 -0,32 <0,001 2,81 

MV: 
Mcor, g 

2,96 ± 
0,06 

3,04 ± 
0,06 

3,31 ± 
0,04 

4,32 ± 
0,15 

0,010 -1,7 0,219 -0,15 0,253 2,22 

MVE: 
Mcor, g 

0,538 ± 
0,06 

0,524 ± 
0,04 

 0,477 ± 
0,03 

0,587 ± 
0,016†‡ 

0,720 -2,31 0,050 -0,05 <0,001 0,77 

MVE: 
tíbia, g/cm 

0,019 ± 
0,001 

0,018 ± 
0,001 

0,016 ± 
0,000 

0,021 ± 
0,001 

0,386 -2,50 0,001 0,44 0,24 1,77 

Dados são apresentados como média ± EPM de oito animais de cada grupo. NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso treinado. HS, 
hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso treinado. HT, hipertenso treinado. TE, Tamanho do efeito. MC, massa corporal; MCor, massa 
do coração; MV, massa dos ventrículos; MVE, massa do ventrículo direito; MS: Massa do septo interventricular; MVE, massa do ventrículo 
esquerdo. Anova Two-Way, seguida do teste post hoc de Tukey. * diferente NS; † diferente HS; ‡ diferente NT (p < 0,05). 
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4.4. Ecocardiografia 

 

Os dados da ecocardiográfica estão apresentadas na tabela 5. Foi observado efeito 

do fator hipertensão (p < 0,05), independente do fator TR, foi demonstrado para ESIS, 

fração de ejeção, fração de encurtamento e DIVES, pois os animais hipertensos 

apresentaram menores valores de ESIS: (2,06 ± 0,09 mm), de fração de ejeção: (63,75 ± 

1,40 %) e de fração de encurtamento: (30,44 ± 0,96%), além de maiores valores do 

DIVES (5,02 ± 0,15 mm), comparados aos normotensos (ESIS: (2,49 ± 0,11 mm); fração 

de ejeção: (80,88 ± 1,47 %); fração de encurtamento: (44,94 ± 1,50 %); e DIVES: (3,75 

± 0,14 mm).  

Não houve efeito do fator TR (p > 0,05), independente do fator hipertensão, sobre 

nenhum destes parâmetros avaliados. Todavia, houve interação entre os fatores, pois o 

grupo HT apresentou menor valor de fração de ejeção que o grupo NT, e maior valor 

dessa fração, em comparação ao HS. 
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Tabela 5. Dados da ecocardiografia dos animais normotensos e hipertensos. 
 

NS NT HS HT 
p fator 

hipertensão 
TE fator 

hipertensão 
p fator 

treinamento 
TE fator 

treinamento 
Interação 

entre 
fatores 

TE interação 
entre fatores 

ESId (mm) 
2,20 ± 
0,14 

2,18 ± 
0,15 

2,24 ± 
0,16 

2,05 ± 
0,13 

0,764 0,09 0,468 -0,06 0,578 -0,46 

ESIs (mm) 
2,56 ± 
0,33 

2,41 ± 
0,19 

2,11 ± 
0,17 

2,00 ± 
0,08 

0,006 -1,10 0,370 -0,34 0,898 0,30 

DIVEd (mm) 
6,73 ± 
0,24 

6,91 ± 
0,36 

7,46 ± 
0,19 

7,00 ± 
0,21 

0,597 1,22 0,120 0,22 0,217 -0,83 

DIVEs (mm) 
3,73 ± 
0,21 

3,78 ± 
0,20 

5,31 ± 
0,16 

4,73 ± 
0,21 

<0,001 3,44 0,180 0,09 0.114 -1,13 

EPVEd (mm) 
2,41 ± 
0,14 

2,25 ± 
0,15 

2,48 ± 
0,22 

2,03 ± 
0,12 

0,621 0,14 0,700 -0,51 0,384 0,91 

EPVEs (mm) 
3,25 ± 
0,22 

3,13 ± 
0,17 

2,98 ± 
0,17 

2,76 ± 
0,17 

0,090 -0,5 0,368 -0,23 0,814 -0,44 

Fração de 
Ejeção (%) 

80,38 
± 2,4 

81,38 
± 1,85 

60,88 ± 
1,75* 

66,63 ± 
1,72†‡ 

<0,001 -3,28 0,095 0,16 0,047 1,17 

Fração de 
Encurtamento 
(%) 

44,63 
± 2,49 

45,25 
± 1,85 

28,75 ± 
1,13 

32,13± 
1,36 

<0,001 -2,91 0,272 0,10 0,447 0,96 

Dados são média ± EPM de oito animais em cada grupo. NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso treinado. HS, hipertenso sem 
treinamento. HT, hipertenso treinado. TE, Tamanho do efeito. ESId, Espessura do septo interventricular na diástole. ESIs, Espessura do septo 
interventricular na sístole. DIVEd, Dimensão interna do VE na diástole. DIVEs, Dimensão interna do VE na sístole. EPVEd, Espessura da 
parede ventricular esquerda na diástole. EPVEs, Espessura da parede ventricular esquerda na sístole. Anova Two-Way, seguida do teste post 
hoc de Tukey.* diferente NS; † diferente HS; ‡ diferente NT (p < 0,05). 
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4.5. Dimensões dos miócitos do ventrículo esquerdo 

  

4.5.1. Largura, comprimento e volume celular  

 

Os dados das dimensões dos miócitos isolados do VE estão apresentados na figura 

13. Houve efeito do fator hipertensão, independente do fator TR, para largura celular (Fig. 

13B; p = 0,025; tamanho do efeito: 0,38) e razão comprimento:largura celular (Fig. 13C; 

p = 0,025; tamanho do efeito: -0,27), pois os animais hipertensos apresentaram maior 

largura celular (25,02 ± 0,57 µm) e menor razão comprimento:largura celular (4,50 ± 0,13 

µm), em comparação aos normotensos (largura celular: 23,48 ± 0,51 µm; razão 

comprimento:largura celular: 4,88 ± 0,14 µm). Entretanto, não foi observado esse efeito 

no comprimento (Fig. 13A; p = 0,09) e no volume celular (Fig. 13D; p = 0,427). 

Não houve efeito do TR, independente do fator hipertensão, e não houve interação 

entre os fatores para estas dimensões celulares analisadas (p > 0,05). 

 

 

Figura 13. Largura, comprimento e volume celular de miócitos isolados do ventrículo 
esquerdo. (A) Comprimento celular. (B) Largura celular. (C) Razão comprimento/largura 
celular. (D) Volume celular. Os dados são média ± EPM (60 a 65 células de 7 animais 
por grupo). NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso com treinamento. HS, 
hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso com treinamento. Anova Two-Way. 
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4.5.2. Área de secção transversa 

 

A figura 14 apresenta fotomicrografias representativas de cortes histológicos do 

VE, com orientação transversal.  

 

 

Figura 14. Fotomicrografias representativas do ventrículo esquerdo, corado com H & E. 
Áreas circundadas em amarelo indicam cardiomiócitos. Barra = 20 μm. NS, normotenso 
sem treinamento. NT, normotenso treinado. HS, hipertenso sem treinamento. HT, 
hipertenso treinado. 
 
 

A figura 15 demonstra os valores da AST apresentados pelos grupos 

experimentais. Houve efeito do fator hipertensão sobre a AST, independente do fator TR, 

pois os animais hipertensos apresentaram maior AST (600,83 ± 9,28 µm2) que os animais 

normotensos (547,83 ± 7,88 µm2) (p < 0,001; tamanho do efeito = 0,79). 

Houve efeito do fator TR sobre a AST, independente do fator hipertensão, pois os 

animais treinados apresentaram maior AST (576,29 ± 8,60 µm2), comparados aos animais 
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sem treinamento (571,78 ± 8,93 µm2) (p < 0,001; tamanho do efeito = 0,46). Porém, não 

foi demonstrada a interação entre os fatores TR e doença (p < 0,05). 

 

 

Figura 15. Área de secção transversa de miócitos do ventrículo esquerdo. Os dados são 
média ± erro padrão da média (10 lâminas por animal de 8 animais por grupo). NS, 
normotenso sem treinamento. NT, normotenso treinado. HS, hipertenso sem treinamento. 
HT, hipertenso treinado. ANOVA two way. 

 

4.5.3. Proporções histomorfométricas entre os elementos teciduais do ventrículo 

esquerdo 

 

Os parâmetros histomorfométricos avaliados no VE estão apesentados na tabela 

6. Houve efeito do fator doença (p < 0,05), independente do fator TR, para as fibras de 

colágeno, onde os animais hipertensos apresentaram menor percentual de colágeno tipo 

III (0,64 ± 0,09%) e razão III:I (0,48 ± 0,12%) que os normotensos (percentual de 

colágeno tipo III: 0,79 ± 0,10%; e razão colágeno III:I: 0,67 ± 0,11%).  

Houve efeito do fator TR, independente da hipertensão, para o percentual de 

núcleos e de colágeno tipo I (p < 0,05), pois os animais treinados apresentaram menor 

percentual de núcleos (4,57 ± 0,22%) e de colágeno tipo I (0,84 ± 0,08%) que os sem 

treinamento (% de núcleos: 5,06 ± 0,24%; % de colágeno tipo I: 1,33 ± 0,14%).  



69 
 

 
 

Adicionalmente, houve interação entre os fatores (p < 0,05), pois os animais HT 

apresentaram menores MEC e colágeno tipo I, mas maiores percentuais de colágeno tipo 

III e razão III:I, comparados aos dos grupos HS e NT. Cabe ressaltar também que os 

animais HT apresentaram menores percentuais de núcleo comparados aos do grupo HS .
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Tabela 6. Proporções histomorfométricas entre os elementos teciduais do ventrículo esquerdo. 
 
 

NS NT HS HT p fator 
hipertensão 

TE fator 
hipertensão 

p fator 
treinamento 

TE fator 
treinamento 

Interação 
entre 

fatores 

TE interação 
entre fatores 

Citoplasma 
(%)  

85,42 ± 
0,54 

86,21 ± 
0,54 

85,46 ± 
0,70 

87,51 ± 
0,72 

0,395 0,00 0,075 0,15 0,425 2,05 

Núcleo (%)  
4,55 ± 
0,20 

4,68 ± 
0,19 

5,58 ± 
0,26* 

4,46 ± 
0,24† 

0,070 0,30 0,026 0,13 0,006 -1,12 

Matriz 
Extracelular 
(%) 

6,55 ± 
0,81 

7,03 ± 
0,48 

7,66 ± 
0,65 

5,47 ± 
0,56†‡ 

0,732 0,21 0,181 0,48 0,039 -2,19 

Vasos 
sanguíneos 
(%) 

0,10 ± 
0,04 

0,04 ± 
0,03 

0,03 ± 
0,11 

0,07 ± 
0,07 

0,654 -0,70 0,823 -0,06 0,264 0,04 

Colágeno 
Tipo I (%)  

1,31 ± 
0,18 

0,94 ± 
0,13 

1,33 ± 
0,24 

0,74 ± 
0,09† 

0,558 0,01 0,004 -0,37 0,015 -0,58 

Colágeno 
Tipo III (%)  

0,93 ± 
0,14 

0,67 ± 
0,15 

0,48 ± 
0,13* 

0,79 ± 
0,12†‡ 

0,02 -0,53 0,814 -0,27 0,036 0,31 

Colágeno 
Total (%)  

2,24 ± 
0,25 

1,61 ± 
0,24 

1,81 ± 
0,27 

1,54 ± 
0,16 

0,269 -0,22 
0,051 

0,64 0,429 -0,27 

Razão III:I 
(%)  

0,71 ± 
0,16 

0,67 ± 
0,18 

0,15 ± 
0,06* 

0,83 ± 
0,23† 

0,019 0,83 
0,059 

-0,04 0,035 0,68 

Os dados são média ± EPM (seis lâminas por animal de seis animais por grupo). NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso com 
treinamento. HS, hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso com treinamento. TE: Tamanho do efeito. Razão III:I: Razão entre os colágenos 
do tipo III e do tipo I. Anova Two-Way, seguida do teste post hoc de Tukey. * diferente NS; † diferente HS; ‡ diferente NT (p < 0,05). 
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4.6. Expressão gênica de biomarcadores no ventrículo esquerdo 

 

A figura 16 apresenta os valores da expressão gênica dos biomarcadores de tecidos 

não contráteis (colágeno dos tipos I e III ) no VE. Não foram observados efeitos da 

hipertensão (p > 0,05), independente do fator TR, na expressão gênica de colágeno tipo I 

(Figura 16A) e de colágeno tipo III (Figura 16B). 

Não houve efeito do fator TR (p > 0,05), independente da doença, na expressão 

gênica de colágeno tipo I e de colágeno tipo III . Ademais, não houve interação entre os 

fatores doença e TR (p > 0,05) nestes parâmetros.  

 

 

Figura 16. Expressão relativa de mRNA de colágeno no ventrículo esquerdo. A) Colágeno 
tipo I. B) Colágeno tipo III. Os dados são média ± EPM de seis animais por grupo. NS, 
normotenso sem treinamento. NT, normotenso com treinamento. HS, hipertenso sem 
treinamento. HT, hipertenso com treinamento. Anova Two-Way. 

 
A figura 17 apresenta os valores da expressão gênica dos biomarcadores 

inflamatórios no VE. Não houve efeito da hipertensão (p<0,05), independentes do fator 

TR, na expressão gênica do TNF-α (Figura 17A) e da IL-10 (Figura 17B).  

Da mesma forma, não foi observado efeito do fator TR, independente do fator 

hipertensão na expressão gênica do TNF-α e da IL-10. Adicionalmente, não houve 

interação entre os fatores doença e TR para a expressão gênica destes biomarcadores.  
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Figura 17. Expressão relativa de mRNA de biomarcadores inflamatórios no ventrículo 
esquerdo. A) Fator de necrose tumoral. B) Interleucina 10. Os dados são média ± EPM 
de seis animais por grupo. NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso com 
treinamento. HS, hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso com treinamento. Anova 
Two-Way. 

 
A figura 18 apresenta os valores da expressão gênica dos biomarcadores da função 

endotelial no VE. Não houve efeito da doença (p < 0,05), independente do fator TR, na 

expressão gênica do VEGF (Figura 18A) e da ET-1 (Figura 18B). 

Não foi observado efeito do fator TR (p < 0,05), independente do fator doença, na 

expressão gênica do VEGF e da ET-1. Ademais, não houve interação entre os fatores 

doença e TR (p < 0,05) na expressão destes biomarcadores. 

 
 

 

Figura 18. Expressão relativa de mRNA de biomarcadores da função endotelial no 
ventrículo esquerdo. (A) Fator de crescimento vascular endotelial. (B) endotelina 1. Os 
dados são média ± EPM de seis animais por grupo. NS, normotenso sem treinamento. 
NT, normotenso com treinamento. HS, hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso com 
treinamento. Anova Two-Way. 
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4.7. Cálcio intracelular transiente  

 

Os parâmetros do [Ca2+] i transiente em miócitos isolados de VE são mostrados na 

Figura 19. O efeito do fator hipertensão (p < 0,05), independente do fator TR, foi 

demonstrado, pois a amplitude do [Ca2+]i transiente (Figura 19A; Tamanho do efeito: 1 

Hz: 0,43; 3 Hz: 0,71; 5 Hz: 0,35; e 7 Hz: 0,66), e a velocidade até o pico  (Figura 19B, 

Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,41; 3 Hz: 0,63; 5 Hz: 0,33; e 7 Hz: 0,45), em todas as 

frequências analisadas, foi maior nos animais hipertensos que nos normotensos. 

Houve efeito do fator TR sobre esses parâmetros (p < 0,05), independente do fator 

hipertensão, pois os animais treinados apresentaram maior amplitude do [Ca2+] i transiente 

(Figura 19A; Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,20; e 7 Hz: 0,48) e maior velocidade até o pico 

do [Ca2+] i transiente (Figura 19B; Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,10; e 7 Hz: 0,40), 

comparados aos animais sem treinamento. 

Adicionalmente, houve interação entre os fatores (p < 0.05) nos três parâmetros, 

em todas as frequências analisadas, com maior amplitude (Figura 19A, p < 0,05; Tamanho 

do efeito: 1 Hz: 0,72; 3 Hz: 0,57; 5 Hz: 0,76; 7 Hz: 0,88), velocidade até o pico (Figura 

19B, p < 0,05; Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,31; 3 Hz: 0,25; 5 Hz: 0,71; 7 Hz: 0,75) e 

velocidade de decaimento do [Ca2+] i transiente (Figura 19C, p < 0,05; Tamanho do efeito: 

1 Hz: 1,51; 3 Hz: 1,11; 5 Hz: 1,18; 7 Hz: 1,28) no grupo HT, em comparação aos grupos 

HS e NT. 
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Figura 19. Cálcio intracelular transiente. A) Amplitude do [Ca2+]i transiente; B) Velocidade até o pico de [Ca2+]i transiente; C) Velocidade 
máxima de decaimento do [Ca2+]i transiente. Dados são média ± EPM de 60 células por grupo (n= 6 animais em cada grupo). NS, normotenso 
sem treinamento. NT, normotenso com treinamento. HS, hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso com treinamento. Anova Two-Way, 
seguida do teste post hoc de Tukey. * diferente NS; † diferente HS; ‡ diferente NT (p < 0,05).
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4.8. Contratilidade Celular  

 

Os parâmetros da contração dos miócitos isolados de VE são mostrados na Figura 

20. Foi observado efeito do fator hipertensão (p < 0,05), independente do fator TR, pois 

a amplitude de contração, em todas as frequências analisadas (Figura 20A, Tamanho do 

efeito: 1 Hz: 1,14; 3 Hz: 0,89; 5 Hz: 0,69; e 7 Hz: 0,64), a velocidade de contração na 

frequência de 1 Hz (Figura 20B, Tamanho do efeito: 0,89) e a velocidade de relaxamento 

na frequência de 1 Hz (Figura 20C, Tamanho do efeito: 0,40) foram maiores nos animais 

hipertensos que nos normotensos. 

O efeito do fator TR  (p < 0,05), independente do fator doença, foi demonstrado 

nos três parâmetros em todas as frequências analisadas, com maior amplitude (Figura 

20A. Tamanho do efeito: 1 Hz: 1,16; 3 Hz: 0,80; 5 Hz: 0,76; e 7 Hz: 0,74), velocidade de 

contração (Figura 20B. Tamanho do efeito:1 Hz: 0,83; 3 Hz: 0,54; 5 Hz: 0,82; 7 Hz: 0,67) 

e velocidade de relaxamento celular (Figura 20C. Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,69; 3 Hz: 

0,61; 5 Hz: 0,80; 7 Hz: 0,58) nos miócitos dos animais treinados, comparados aos dos 

animais sem treinamento. 

Houve, também, interação entre os fatores doença e TR (p < 0,05), pois as 

velocidades de contração (Figura 20B. Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,68; 3 Hz: 1,04; 5 Hz: 

0,88; e 7 Hz: 0,91) e de relaxamento celular (Figura 20C. Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,62; 

3 Hz: 0,97; 5 Hz: 0,81; e 7 Hz: 0,57) foram maiores no grupo HT, em comparação aos 

grupos HS e NT. Cabe ressaltar que a amplitude (Figura 20A. Tamanho do efeito: 1 Hz: 

0,62; 3 Hz: 0,97; 5 Hz: 0,81; e 7 Hz: 0,57) foi maior no grupo HT, em comparação ao 

grupo HS. 
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Figura 20. Contratilidade Celular. A) Amplitude da contração. B) Velocidade de contração. C) Velocidade de relaxamento. Dados são média 
± EPM de 60 células por grupo (n= 7 animais em cada grupo). NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso com treinamento. HS, 
hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso com treinamento. Anova Two-Way, seguida do teste post hoc de Tukey. * diferente NS; † 
diferente HS; ‡ diferente NT (p < 0,05). 
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4.9. Expressão proteica no ventrículo esquerdo 

 
 

A figura 21 apresenta os valores da expressão proteica do VE. Houve efeito da 

hipertensão (p < 0,05; tamanho de efeito: 0,15), independente do fator TR, pois a 

expressão de FLBt no foi menor nos animais hipertensos (0,91 ± 0,03) que nos 

normotensos (0,95 ± 0,05) (Figura 21D). Contudo, esse efeito do fator doença não foi 

observado (p > 0,05) nas demais proteínas analisadas: CAV1.2 (Figura 21A), NCX1 

(Figura 21B), SERCA2a (Figura 21C) e razão FLBt/SERCA2a (Figura 21E).  

Entretanto, não foi observado efeito do TR (p < 0.05), independente do fator 

hipertensão, em nenhuma das proteínas analisadas: CAV1.2, NCX1, SERCA2a, FLBt e 

razão FLBt/SERCA2a. Também não houve interação entre os fatores doença e TR (p > 

0,05) para as proteínas analisadas.  
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Figura 21. Expressão proteica do ventrículo esquerdo. A) Canal de cálcio do tipo L 1.2 
(CaV1.2). B) Canal trocador Na+/Ca2+ (NCX1). C) Cálcio ATPase do retículo 
sarcoplasmático 2a (SERCA2a). D) Fosfolambam total (FLBt). E) Razão 
FLBt/SERCA2a. Os dados são média ± EPM de seis animais por grupo. NS, normotenso 
sem treinamento. NT, normotenso treinado. HS, hipertenso sem treinamento. HT, 
hipertenso treinado. Anova Two-Way.  
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5. DISCUSSÃO 

 

O presente estudo teve como objetivo geral investigar os efeitos do treinamento 

físico resistido sobre propriedades histológicas, morfológicas, mecânicas, gênicas e 

proteicas do coração de ratos espontaneamente hipertensos. Em resumo, apesar do TR 

aplicado não ter diminuído a PA e a FCR, nem ter alterado a composição corporal nos 

animais SHR, alguns efeitos benéficos foram observados: a) aumento da tolerância ao 

esforço físico; b) aumento da massa do coração e dos ventrículos; c) melhora da 

organização tecidual do VE, ao diminuir o percentual de matriz extracelular e mitigar o 

aumento da AST, da largura, do percentual de núcleo e dos percentuais de colágeno tipo 

I e III; d) minimização da redução da função sistólica cardíaca, por meio da melhora das 

frações de ejeção e de encurtamento; e) aumento da amplitude do [Ca2+] i transiente e da 

velocidade com que transita na contração e relaxamento celular e melhora da contração e 

o relaxamento celular de miócitos isolados do VE ao amenizar a diminuição da expressão 

proteica de FLBt, porém, sem alterar outras proteínas (SERCA2a, NCX e CAV1.2) 

envolvidas no AEC. 

 

5.1. Composição corporal e a antropometria 

 

Os animais SHR apresentaram menor massa corporal que os normotensos, 

independente de terem sido submetidos ou não ao TR, sem apresentar diferenças no 

conteúdo de lipídio e percentual de gordura. Este resultado difere dos de estudos prévios, 

que observaram uma redução do tecido adiposo em animais hipertensos devido ao TR 

(GOMES; BORGES; ROSSI et al., 2017; NEVES; SOUZA; PASSOS et al., 2016). O 

TR foi capaz de diminuir ainda mais a massa corporal, sem alterar os parâmetros 

antropométricos e de composição corporal nos animais hipertensos. Sabe-se que tanto a 

hipertensão quanto o TR podem aumentar a expressão de genes no músculo esquelético, 

relacionados ao catabolismo lipídico, como as metaloproteinases de matriz 2 (MMP-2) 

(GOMES; BORGES; ROSSI et al., 2017; SOUZA; LEITE; DE SOUZA LINO et al., 

2014), o que pode impactar diretamente na redução da massa corporal. Contudo, essa 

medida não foi realizada no presente estudo. 

 

5.2. Tolerância ao esforço físico. 
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O TR aplicado aumentou a tolerância ao esforço físico nos animais hipertensos e 

normotensos. Ademais, os animais SHR conseguiram carregar um maior peso máximo 

relativo, em comparação aos normotensos, pois conseguiram suportar uma mesma carga 

externa absoluta com uma massa corporal inferior. Esse aumento da capacidade de tolerar 

esforço físico difere do encontrado em animais SHR submetidos ao TA, pois há 

evidências que animais hipertensos jovens, com 16 semanas de vida, apresentam uma 

menor capacidade de exercício aeróbio, comparados aos normotensos (CAMPOS; 

DRUMMOND; RODRIGUES et al., 2020). Todavia, os dados do presentes estudo 

corroboram os resultados de Perilhão et al., (2020) com animais submetidos ao TR.  

Os mecanismos responsáveis por essa resposta em animais SHR ainda são bem 

conhecidos, mas o aumento de catecolaminas circulantes devido à hiperatividade 

simpática, apresentadas por animais SHR (CONSOLIM-COLOMBO; IRIGOYEN; 

KRIEGER, 2005), pode ter contribuído para o aumento da capacidade de exercício nos 

animais hipertensos.  

Adicionalmente, é concebível que o aumento de força muscular tenha contribuído 

para o ganho na tolerância ao esforço físico observado neste estudo. Tal aumento de força 

muscular tem, provavelmente, maior contribuição das adaptações neuromusculares ao 

exercício, pois sabe-se que nas primeiras semanas de treinamento essas são mais 

importantes para o aumento da força em comparação à hipertrofia muscular (DUNCAN; 

WILLIAMS; LYNCH, 1998; KRAEMER; FLECK; EVANS, 1996). Todavia, a 

quantidade de massa muscular esquelética não foi medida no presente estudo. Destaca-se 

que o aumento de força muscular é importante para indivíduos hipertensos, pois isso 

reduz a sobrecarga cardiovascular durante as atividades diárias e tem sido associada à 

proteção contra todas as causas de mortalidade (ARTERO; LEE; RUIZ et al., 2011; 

VESCOVI; FERNHALL, 2000). 

 

5.3. Massa cardíaca e dimensões de miócitos do ventrículo esquerdo  

 

No presente estudo, os animais hipertensos sem treinamento não apresentaram 

aumento em índices clássicos de hipertrofia cardíaca, tais como as razões MVE:MCor e 

MVE:tíbia. Porém, os animais SHR apresentaram aumento da DIVES, da AST e da 

largura dos miócitos do VE, além da redução da razão comprimento/largura dos miócitos. 

Estas alterações celulares são sugestivas de hipertrofia concêntrica da parede do VE 

causada pela hipertensão (NADRUZ, 2015). Essas alterações na largura e AST celular 



81 
 

 
 

estão associadas ao aumento em paralelo das fibras musculares, advindas de 

remodelamento da parede ventricular. 

O programa de TR levou ao aumento da massa cardíaca e das razões usadas como 

índice de hipertrofia ventricular. Essa reposta é esperada, e foi demonstrada em um estudo 

prévio pelo aumento nas dimensões cardíacas em resposta a 12 semanas de TR em 

animais SHR (PERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA et al., 2020).  

Mais importante, observou-se no presente estudo que, apesar desse aumento na 

massa cardíaca, o TR aplicado preveniu o aumento das dimensões celulares (largura e 

AST celular) e a diminuição da razão comprimento/largura dos miócitos. Apesar de 

estudos prévios (BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN et al., 2007; MELO; BARAUNA; 

JÚNIOR et al., 2015) com modelo de TR diferente do presente estudo (ex. agachamento), 

demonstrarem acontecer aumentos na largura e no volume de cardiomócitos, assim como 

no septo interventricular e na parede do VE, em ratos normotensos, esse resultado não foi 

apresentado nos animais aqui avaliados. Assim, os resultados do presente estudo indicam 

que o TR aplicado preveniu o progresso de hipertrofia cardíaca nos animais hipertensos, 

normalmente associada à hipertrofia patológica, com o avanço da idade. 

  

5.4. Organização tecidual, estado inflamatório e indicadores de função endotelial no 

ventrículo esquerdo 

 

Observou-se que a hipertensão promoveu diminuição do conteúdo de colágeno do 

tipo III nos animais (grupo HS). Essa redução foi um resultado inesperado, uma vez que 

um estudo prévio demonstrou que o fenótipo dos colágenos tipos I e III não se alterou em 

animais SHR, nos primeiros 6 meses de progressão da hipertrofia cardíaca (YANG; 

KANDASWAMY; YOUNG et al., 1997). Entretanto, esses mesmos autores 

demonstraram que ocorre um platô do colágeno tipo III nos animais SHR com 10 meses 

de vida. 

Destaca-se que o colágeno do tipo III prevalece ao redor dos cardiomiócitos no 

endomísio, podem formar fibras mais finas, mais flexíveis e com maior interação com os 

proteoglicanos. Como esses fatores afetam as propriedades mecânicas do coração (DE 

SOUZA, 2002), a diminuição desse tipo de colágeno pode representar um prejuízo a 

contração cardíaca. Desta forma, a redução do colágeno tipo III pode ter contribuído para 

a menor capacidade contrátil e função sistólica ventricular esquerda, apresentada pelos 
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animais hipertensos sem treinamento do presente estudo (ex. redução das frações de 

ejeção e de encurtamento). 

Observou-se no presente estudo, também, uma diminuição da razão entre 

colágenos tipo III  e I nos animais hipertensos sem treinamento. A diminuição dessa 

proporção indica que o tecido tornou-se mais rígido e/ou menos extensível (JUGDUTT, 

2003).  Esta rigidez aumentada pode estar associada à redução da fração de encurtamento 

e fração de ejeção observadas nestes animais. 

Com relação ao TR, este promoveu redução do percentual do colágeno do tipo I 

nos animais hipertensos. Este tipo de colágeno está relacionado com a instalação do 

processo de fibrose cardíaca e leva a alterações de propriedades elásticas do coração, com 

prejuízos à capacidade contrátil (SHAHBAZ et al., 2010). Um estudo recente 

(PERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA et al., 2020) demonstrou que o TR preveniu 

o aumento do colágeno total de ratas hipertensas. O conteúdo total de colágeno está 

associado ao deslizamento nos miócitos durante as contrações, regulação da apoptose, 

resistência a deformações e manutenção do alinhamento de estruturas, além de regular a 

distensibilidade cardíaca e a transmissão de força durante o encurtamento das fibras 

cardíacas, sendo um importante modulador da função da sistólica e diastólica (KWAK, 

2013).  

Observou-se, também, que o TR aplicado evitou a diminuição da razão dos 

colágenos III:I nos animais hipertensos, o que indica manutenção do tecido cardíaco mais 

extensível  (JUGDUTT, 2003). Adicionalmente, o TR também foi de capaz de diminuir 

o percentual de MEC nos animais hipertensos. Isso indica uma diminuição da fibrose 

cardíaca nesses animais. Há evidências de que o treinamento aeróbio pode reduzir a 

expressão das MMP2 e metaloproteinases de matriz 9 (MMP 9) no coração de animais 

SHR (PAGAN; DAMATTO; GOMES et al., 2019). Essas proteínas são responsáveis por 

manter a integridade da MEC ao regular o conteúdo de colágeno (KWAK, 2013). Porém, 

essa medida não foi realizada no presente estudo.  

Desta forma, estas alterações estruturais no tecido do VE podem auxilar na 

explicação dos efeitos positivos do TR em previnir a redução na fração de ejeção 

observadas nestes animais hipertensos treinados. 

 

5.5. Função sistólica ventricular 
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No presente estudo, observou-se que a hipertensão espontânea reduziu a função 

sistólica do VE nos animais hipertensos (ex. redução das frações de ejeção e de 

encurtamento). Possivelmente, o remodelamento adverso contribuiu para esta 

diminuição, como já foi demonstrado em estudos prévios (HUANG; YAN; RUI et al., 

2016; SANTOS; SHAH, 2014). Há evidências de que não só a função sistólica, mas 

também a diastólica, pode ser diminuída em animais SHR com seis meses de idade 

(KOKUBO; UEMURA; MATSUBARA et al., 2005; PERILHAO; KRAUSE NETO; DA 

SILVA et al., 2020).  

A redução da fração de ejeção nos animais do grupo HS, observada no presente 

estudo, pode ter ocorrido devido à perda de tecido contrátil, hipertrofia compensatória 

dos cardiomiócitos e fibrose reparativa, contribuindo para a diminuição da 

extensibilidade cardíaca causada pela doença (NADRUZ, 2015). De fato, foi observado 

que os animais do grupo HS apresentaram redução de colágeno tipo III e da razão entre 

colágenos tipo III e I, indicando que o tecido do VE se menos extensível. 

A menor fração de encurtamento observada nos animais hipertensos sem 

treinamento, indica ter havido alterações na composição da MEC, certificada pelas 

reduções de colágeno tipo III e da razão entre colágenos tipo III e I nestes animais, que 

pode ter levado a uma diminuição da extensibilidade do VE e, logo, redução da fração de 

encurtamento. Como a MEC não interfere na medidas de função contrátil de miócitos 

isolados, o aumento da amplitude de contração celular e do [Ca2+] i transiente nestes 

animais hipertensos sem treinamento (veja abaixo) sugere um mecanismo compensatório 

para atenuar a sobrecarga cardíaca provocada pela doença. Um processo semelhante foi 

observado em animais infartados (LAVORATO; DEL CARLO; DA CUNHA et al., 

2016).  

Entretanto, apesar dos animais SHR sem treinamento apresentarem menor função 

sistólica, em comparação aos normotensos, não é possível afirmar que esses 

apresentavam insuficiência cardíaca. A ausência de normativas dessa medida em ratos 

dificultam essa análise. Atualmente, sabe-se que a insuficiência cardíaca acontece em 

animais SHR a partir do 18º mês de vida (MCMULLEN; JENNINGS, 2007). 

O TR, por sua vez, atenuou os prejuízos causados pela doença na função sistólica 

ventricular ao prevenir a diminuição da fração de ejeção. Esse efeito do TR pode ter 

ocorrido em função das alterações estruturais observadas no VE, em nível tecidual, como 

a prevenção do aumento da AST e da largura celular, a diminuição do percentual de MEC 

e a prevenção de alterações do percentual de colágenos tipos I e III, apresentados no 
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presente estudo. Cabe ressaltar que um estudo prévio, usando o mesmo modelo de TR, 

demonstrou prevenção da diminuição da função diastólica em ratos SHR (PERILHAO; 

KRAUSE NETO; DA SILVA et al., 2020), o que em conjunto com os resultados do 

presente estudo, demonstra resultados relevantes para a manutenção da função cardíaca 

devido ao TR. 

 

5.6. Cálcio intracelular, contratilidade celular e proteínas reguladoras de cálcio 

 

No presente estudo, observou-se o aumento da amplitude e da velocidade até o 

pico do [Ca2+] i transiente em miócitos isolados do VE dos animais hipertensos sem 

treinamento. O aumento na amplitude é característico da fase compensada da doença, aos 

seis meses de idade, nesses animais, conforme demonstrado em estudos prévios 

(BROOKSBY; LEVI; JONES, 1992; MCCROSSAN; BILLETER; WHITE, 2004; 

ROMAN-CAMPOS; CARNEIRO-JUNIOR; PRIMOLA-GOMES et al., 2012). Tal 

aumento na amplitude do [Ca2+] i transiente pode ser causado, basicamente, por maior 

conteúdo de Ca2+ do RS e eficiência dos mecanismos de liberação de Ca2+ do RS, 

recaptação de Ca2+ para o RS e extrusão de Ca2+ para o meio extracelular; ou por 

deficiência dos mecanismos de recaptação de Ca2+ para o RS e extrusão de Ca2+ para o 

meio extracelular (BERS, 2001). 

Ainda nos animais hipertensos sem treinamento, foi possível observar uma 

diminuição da expressão de FLBt, resposta encontrada também em estudo prévio 

(COLLINS; LOKA; DICARLO, 2005). A FLB é uma proteína transmembrana 

reguladora da atividade da SERCA2a e para exercer essa função ela deve estar 

fosforilada. Apesar dessa medida não ter sido realizada no presente estudo, reduções na 

expressão de FLBt podem resultar em redução na recaptação de Ca2+ para o RS, causando 

aumento de Ca2+ no citosol, bem como podem levar ao aumento da Ca2+ no RS causando 

uma sobrecarga e aumentando a chance de arritmias ventriculares, devido ao aumento de 

liberações espontâneas de  Ca2+ (JI; LALLI; BABU et al., 2000). Além da FLB, outras 

proteínas como a sarcolipina, a DWORF e a regulina (ANDERSON; MAKAREWICH; 

ANDERSON et al., 2016; NELSON; MAKAREWICH; ANDERSON et al., 2016; 

VANGHELUWE; SCHUERMANS; ZADOR et al., 2005) também regulam a atividade 

da SERCA2a. Entretanto, não foram observadas, nestes animais hipertensos sem 

treinamento, alterações em outras proteínas reguladoras de Ca2+, que poderiam 

influenciar a amplitude do [Ca2+] i transiente, como SERCA2a, NCX e CAV1.2.  
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Quanto ao aumento da velocidade até o pico do [Ca2+] i transiente, é possível que, 

nesta fase compensada da hipertensão possa ter havido uma melhora na liberação de 

cálcio do RS, pelo aumento dos RyR2. Apesar de não ter sido analisada neste estudo, há 

evidência de que,  nesta fase, que o animal SHR apresenta aumento na expressão gênica 

dos RyR2, acompanhado de uma diminuição da FKBP12.6 (CARNEIRO-JÚNIOR; 

QUINTÃO-JÚNIOR; DRUMMOND et al., 2014). 

Estas alterações no [Ca2+] i transiente refletiram em aumento na amplitude da 

contração dos miócitos do VE de animais hipertensos sem treinamento. Apesar destes 

resultados serem divergentes dos de outros estudos com animais SHR (BROOKSBY; 

LEVI; JONES, 1992; CARNEIRO-JÚNIOR; QUINTÃO-JÚNIOR; DRUMMOND et 

al., 2014), a maior disponibilidade de Ca2+ no citosol pode proporcionar maior força 

contrátil (BERS, 2002). Todavia, houve aumento na velocidade de contração dos animais 

HS apenas na frequência de 1 Hz, com tamanho do efeito pequeno. 

Adicionalmente, a hipertensão aumentou a velocidade de relaxamento dos 

cardiomiócitos, nessa mesma frequência (também com tamanho do efeito pequeno). 

Como mencionado acima, a velocidade de relaxamento celular depende da redução do 

[Ca2+] i, principalmente pela SERCA2a e NCX (BASSANI; BASSANI; BERS, 1994; 

BERS, 2014). Porém, no presente estudo, a expressão de FLBt, proteína reguladora da 

atividade da SERCA2a, estava reduzida nestes animais hipertensos sem treinamento e a 

SERCA2a e o NCX não estavam alteradas. É concebível que outras alterações relativas à 

velocidade de remoção do [Ca2+] i tenham ocorrido em resposta à hipertensão, o que 

demanda mais investigações.  

Mais importante, o TR aplicado causou aumento na amplitude e na velocidade até 

o pico do [Ca2+] i transiente, o que refletiu no aumento da amplitude e velocidade de 

contração dos miócitos isolados do VE de animais hipertensos. Adaptações similares 

foram reportadas em ratos SHR submetidos ao TA (CARNEIRO-JÚNIOR; QUINTÃO-

JÚNIOR; DRUMMOND et al., 2013; RODRIGUES; PRÍMOLA-GOMES; SOARES et 

al., 2018). O aumento da amplitude de contração pode ser explicado pelo aumento da 

amplitude do [Ca2+] i transiente observada nestes animais, enquanto o aumento da 

velocidade de contração está associado à velocidade de liberação de Ca2+ do RS. É 

possível que o TR tenha melhorado a atividade do RS e aumentado o influxo de cálcio do 

sarcolema, conforme relatado por Fernandes et al., (2015) usando um modelo de TR com 

agachamento em ratos SHR. Com este mesmo modelo, outros estudos (MELO; 

BARAUNA; JÚNIOR et al., 2015; MELO; BARAUNA; NEVES et al., 2015) relataram 
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maior expressão de SERCA2a, e menor expressão miRNA-214, gene regulador 

antagônico da SERCA2a, em resposta ao TR em ratos normotensos e infartados, 

respectivamente. Todavia, no presente estudo, a expressão proteica de SERCA2a, NCX 

e CAV1.2 não foram alteradas pelo TR aplicado. Desta forma, futuros estudos são 

necessários a fim de investigar outros possíveis mecanismos. 

Adicionalmente, o TR aplicado aumentou as velocidades de decaimento do [Ca2+] i 

transiente e de relaxamento celular nos animais hipertensos. Sabe-se que a velocidade de 

relaxamento celular depende da velocidade de redução do [Ca2+] i, principalmente pela 

SERCA2a e NCX (BASSANI; BASSANI; BERS, 1994; BERS, 2014). Porém, no 

presente estudo, a expressão de FLBt, proteína reguladora da atividade da SERCA2a, 

estava reduzida nestes animais hipertensos sem treinamento e a SERCA2a e o NCX não 

estavam alteradas. É concebível que outras alterações relativas à velocidade de remoção 

do [Ca2+] i tenham ocorrido em resposta à hipertensão, porém, outros estudos são 

necessários.  

Ressalta-se que respostas como a diminuição do percentual de MEC e prevenção 

das alterações do percentual de colágenos tipos I e III no VE dos animais treinados podem 

ter influenciado o AEC, uma vez que a diminuição da fração de encurtamento foi 

prevenida, enquanto que a velocidade para o pico do [Ca2+] i transiente e a velocidade de 

contração celular foram aumentadas pelo TR.  

 

5.7. Pressão arterial e a frequência cardíaca de repouso 

 

No presente estudo, foi observada a prevenção do aumento da PA, uma vez que 

não houve diferença entre os animais hipertensos treinados e não treinados. Esse fato já 

havia sido observado em estudos prévios com diferentes protocolos de TR (ARAUJO; 

SANTOS; SOUZA KDOS et al., 2013; NEVES; SOUZA; PASSOS et al., 2016). Cabe 

ressaltar que a diminuição da PA devido de TR no estudo de Perilhão et al., (2020) 

ocorreu do a partir da 8ª semana de treinamento. Logo, a duração do TR pode ter sido um 

fator importante. Por outro lado, é importante destacar que um aumento de 10 mmHg na 

PAS está associado a um aumento em 25% no risco de problemas cardíacos como o 

infarto do miocárdio e outros problemas como o acidente vascular cerebral (BOISSIERE; 

EDER; MACHET et al., 2008). 

 

5.8. Considerações finais 
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Os resultados aqui apresentados indicam uma melhor capacidade contrátil 

cardíaca em resposta às demandas mais altas (ex. durante o exercício físico) causadas 

pelo TR aplicado. Até o momento, esse é o primeiro estudo que a demonstrar esses efeitos 

do TR em animais SHR. Estes resultados são de relevância clínica, pois demonstraram o 

TR foi capaz de prevenir diversas alterações adversas causadas pela hipertensão. Assim, 

o TR pode ser uma ferramenta eficaz como tratamento adjuvante da hipertensão. 

Por fim, seria interessante, em futuros estudos, investigar os efeitos do TR sobre 

o conteúdo proteico dos animais SHR, bem como as sparks de Ca2+ e a expressão proteica 

dos RyR2 e FKBP12.6, além de proteínas ligadas à hipertrofia cardíaca patológica (ex: 

razão α/β MHC) e proteínas reguladoras da MEC (ex: MMP-2 e MMP9). 
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6. CONCLUSÃO 

 

O TR aplicado preveniu o remodelamento adverso, promoveu benefícios nas 

propriedades morfológicas, melhorou as propriedades mecânicas e a expressão proteica 

relativa à recaptação de cálcio para o retículo sarcoplasmático, sem afetar a expressão 

gênica de biomarcadores inflamatórios, de função endotelial e de tecidos não contráteis 

no VE de ratos espontaneamente hipertensos. 
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APÊNDICE 1 - Composição das soluções para experimentos com cardiomiócitos 

isolados 

 

 

As soluções usadas para o isolamento dos cardiomiócitos do ventrículo 

esquerdo foram feitas usando-se uma solução básica com água ultrapura (Milli-Q) e a 

seguinte composição (em mM): NaCl (130) – 7,6 g/L; MgCl2 (10) – 1,4 mL/L; 

NaH2PO4 (0,33) –  0,055 g/L; KCl (5,4) – 0,4 g/L; ácido etanosulfânico – hidroxietil 

piperazina (HEPES) (10) – 1,19 g/L, taurina (20) – 2,5 g/L; creatina (10) – 1,31 g/L; 

glicose (10) – 1,8 g/L. Esta solução foi equilibrada para um pH de 7,4 com NaOH (5) 

e mantida em temperatura ambiente. 

 

Solução A:  

Para se fazer a solução de isolamento contendo Ca2+, foram adicionados 375 µL 

de CaCl2 (1M) em 500 mL da solução básica. 

 

Solução B: 

Para a solução de isolamento livre de Ca2+, foram adicionados 250 µL de EGTA 

(100 mM) em 250 mL da solução básica. 

 

Solução C: 

Para a solução enzimática de isolamento, foram adicionados 0,030g de 

colagenase e 0,003g de protease em 30 mL da solução básica. 

 

Solução Tyrode 

Durante as análises de contratilidade celular e cálcio intracelular transiente, os 

miócitos do VE foram banhados com solução Tyrode contendo (em mM): NaCl (137), 

KCl (5,4), NaH2PO4 (0,33), MgCl2 (0,5), HEPES (5), glucose (5,6) e CaCl2 (1,8), pH 

7,4 equilibrado com NaOH (5). 

Para preparar a solução Tyrode, foram usadas uma solução estoque (10x), 

CaCl2, glicose e água ultrapura (Milli-Q), conforme descrito abaixo. 
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Solução estoque (1 Litro):  

NaCl (80 g); HEPES (11,915 g); NaH2PO4 (0,515 g); MgCl2 (5 mL); KCl (4,025 

g);  

 

Para fazer um litro de solução Tyrode, foram adicionados 100 mL da solução 

estoque, 1 g de glicose e 1,8 mL de CaCl2 em de água ultrapura (Milli-Q), até completar  

1 litro. Esta solução foi equilibrada para um pH de 7,4 com NaOH e mantida em 

temperatura ambiente. 
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