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RESUMO

A hipertensdo arterial leva a alteracdes na ex@oeske proteinas envolvidas na
mobilizacdo de célcio (9, durante o acoplamento excitacdo-contracdo. @tigbj
deste estudo foi avaliar os efeitos do exercicgicdi sobre a expressdo de RNA
mensageiro das proteinas reguladoras do calcicecidot cardiaco. Para isso, ratos
Fischer (p=150-200g) foram submetidos a cirurgiaapa inducdo da hipertensao
renovascular 2R1C, e posteriormente, divididos gropos 2R1C SED (sedentario) e
2R1C EX (exercitado), sendo que os grupos SHAMuigia ficticia), foram seus
respectivos controles (SED e EX). Apés, 0s aninmisaram um protocolo de natagéo
(1h/dia, 5x/semana, durante 6 semanas) e foraradaala pressao arterial média basal,
a frequéncia cardiaca, a hipertrofia de cardiortoécie a expressdo de algumas
proteinas envolvidas na mobilizacdo d&'C® exercicio atenuou da pressédo arterial
média (PAM) e a freqiiéncia cardiaca (bpm) basaigrapo 2R1C EX em comparagéo
aos animais 2R1C SED. A massa do coracgao (g) fdiaala e os grupos SHAM EX,
2R1C SED e 2R1C EX mostraram um aumento em comgameom o grupo SHAM
SED. Ao analisarmos os resultados do PCR em teegdpabservamos que os niveis da
Cd*-ATPase do reticulo (SERCA2a) aumentaram apds inatrento com natacao,
enquanto o trocador de N&&* (NCX1) teve seus niveis reduzidos no tecido caodia
em relacdo aos animais hipertensos sedentérios. r€lagéo a fosfolamban (FLB),
também observamos aumento na expressdao em corag@undais 2R1C EX. Diante
desses resultados, concluimos que o exercicio f{sicle reduzir a pressao arterial
média basal e a freqléncia cardiaca, além de pemavhipertrofia cardiaca e
influenciar o padrédo de expressdo de RNAs mensegydas proteinas reguladoras do

C&* em cardiomiécitos de ratos com hipertenséo renolasc
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ABSTRACT

The hypertension leads to changes in the express$iproteins involved in the calcium
handling (C&") during the excitation-contraction coupling. Thmaf this study was to
evaluate the effects of physical exercise on thpression of messenger RNA of
calcium regulatory proteins in heart tissue. Fois,thFischer rats (p=150-2009)
underwent surgery for the induction of renovascuigpertension 2R1C, and then
divided into groups 2R1C SED (sedentary) and EX @Réxercised), and SHAM
groups (sham surgery), were their respective ctn{®ED and EX). After the animals
started swimming (1 h, 5 time per week for 6 week®) were evaluated at baseline
mean arterial pressure, heart rate, hypertroproaafiomyocytes and the expression of
some proteins involved in €zhandling. Exercise attenuated the mean arteriaispre
(MAP) and heart rate (bpm) baseline in the group@K=X animals compared to SED.
The heart mass (g) was evaluated and SHAM EX, 2EXCand 2K1C SED groups
showed an increase compared with the SHAM SED. yxivad the results of real-time
PCR, we found that levels of EaATPase of the reticulum (SERCA2a) mRNAs
increased after training with swimming, while thelanger NAC&* (NCX1) showed
reduced levels in cardiac tissue in relation hygeive sedentary animals. Regarding
phospholamban (PLB), we also observed increasecessipn in the heart of animals
2K1C EX. Given these results, we conclude that ghysxercise can lower blood
pressure and mean baseline heart rate, promoteacdrgpertrophy and influence the
pattern of expression of mMRNAs of €aegulatory proteins in cardiomyocytes of rats

with renovascular hypertension.
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1.0. INTRODUCAO

O exercicio fisico tem efeitos benéficos consideisana hipertensao (Siscovick
e cols., 1985, Kuru e cols., 2002, Reboredo e ,c@B10) e em certas condi¢cdes
psicolégicas, tais como ansiedade e depressaoofTaytols., 1985). A eficacia da
pratica de exercicio fisico como método prevenéwide tratamento da pressao arterial
(PA) é enfatizada por diversos autores (OMS, 19925M, 1993; Lopes e cols., 2003;
Diretrizes Brasileiras da Hipertenséo Arterial, @0Rrinski e cols., 2006).

O exercicio fisico de baixa a moderada intensidgadapaz de reduzir a pressao
sanguinea ou até mesmo retardar o aparecimentoipgetensdo em ratos com
hipertensdo de Goldblatt (Marcus e Tipton, 1985drRpies e cols., 2007; Soares e
cols., 2011). Alguns estudos mostram que o exerdisico regular reduziu a pressao
arterial média (PAM) em ratos com hipertenséo rasoular 2R1C (Rodrigues e cols.,
2007; Soares e cols., 2011). Também tem sido @mrgue o exercicio de baixa
intensidade atrasa o inicio da insuficiéncia caalia melhora a sobrevida de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) com quadro dféciéacia ja instalado (Emter e
cols., 2005).

O modelo de hipertenséo renovascular 2R1C, descitialmente por Goldblatt
e colaboradores (1934), se mostra eficiente pamstado da hipertensdo e suas
complicagBes (Schaible e cols., 1984). Através ma gonstricdo (com um clipe de
prata) em uma das artérias renais, sustenta-senyp@densdo mesmo na presenca de
um rim normal, ndo manipulado (Ploth, 1983; Naveols., 1998).

A hipertensdo de Goldblatt evolui em 3 estagioafarmne proposto por Brown
e cols. (1979). O primeiro estagio ocorre apos msttigdo da artéria renal e se
caracteriza pela elevacdo da PA, da atividade dmaeplasmatica e dos niveis de
angiotensina circulantes. No periodo de duas arausgmanas, os valores de PA
continuam a aumentar, mesmo com a atividade daagulasmatica e 0s niveis de
angiotensina Il (Ang Il), tendendo a cair para iswemelhantes ao normal (Morton e
cols., 1983). Isso caracteriza a segunda fasepdatdinsdo, que ainda é dependente de
angiotensina. Ja na fase 3, a inibicdo do eixaaeangiotensina ndo é mais capaz de

reduzir completamente a PA.



O treinamento fisico regular de intensidade moderach humanos também
promove queda da PA (Hagberg e cols., 1989; Caes®ilie Fagard, 2005). O exercicio
cronico parece reduzir a atividade simpatica enousp (Ray, 1999), o que poderia
levar a diminuicdo da frequéncia cardiaca (FC), eomsequente queda do deébito
cardiaco. Além disso, o treinamento fisico regulaelhora a sensibilidade dos
baroreceptores em animais normotensos e SHR, faamie o controle da PA (Brum e
cols., 2000; Moraes-Silva e cols., 2010). Em arsn®&#R, houve reducéo na atividade
da renina plasmatica, apos a pratica de exerd&imf(Hayashi e cols2000; Zamo e
cols.,2004).

Embora a Ang Il tenha um importante papel no siateenina-angiotensina,
outras angiotensinas possuem papel biologicamémtes atais como a Angiotensina (1-
7), que apresenta efeitos opostos aos da Ang Wir®alguns efeitos, observa-se a
reducdo no crescimento de cardiomidcitos (Tallanbls.,2005), bem como o efeito
inibitério na sintese de colageno (lwata e coR0P5). Em camundongos com
deficiéncia no receptor da Ang(1-7), denomindths, houve alteracdo na expressao de
proteinas da matriz extracelular, acompanhada sfargido cardiaca (Santos e cols.,
2006). Em geral, estudos indicam que interacoa® enfAng(1-7) e seu receptor tém
um importante papel na funcdo cardiaca, uma vez ajuielecdo deste leva ao
comprometimento cardiaco e disfungédo endotelialgXols., 2008).

A adaptacdo ao exercicio fisico € dependente dwefattais como, carga,
duracdo e frequéncia. A natacdo € reconhecida pare$iciéncia na inducdo da
hipertrofia miocérdica (Kaplan e cols., 1994; Ewlisgga e cols., 2003) e por um
aumento significativo no volume diastélico final dentriculo esquerdo em ratos (Oscai
e cols., 1971; Dorn, 2007). O sistema nervoso am@n regula diretamente a
contratilidade e freqiéncia do coracdo através maiss quimicos, incluindo
neurotransmissores e hormonios. O treinamentoofigioduz alteragcbes significantes
na atividade do sistema nervoso autdbnomo, resutend modificacbes na funcdo do
sistema cardiovascular (Krieger e cols., 1998; el 2000).

O coracao € constituido de miécitos cardiacosplilastos, células endoteliais,
mastocitos e matriz extracelular (Nag, 1980; Z&841 Weber, 2000). A hipertrofia
cardiaca se manifesta por espessamento absolutativo das paredes das camaras,

devido ao aumento nas dimensfes dos cardiomid@iogersa e cols., 1986; Cooper,



1987). O cardiomiécito adulto é terminalmente difenado, havendo poucas
evidéncias de capacidade de divisdo celular, entighes normais, logo apos o
nascimento (Anversa e cols., 2002). Assim, o cmescio miocardico depende,
fundamentalmente, da hipertrofia, isto é, do aumdonttamanho celular.

As hipertrofias podem ser classificadas como canic@s e excéntricas (Sponitz
e Sonnenblick, 1973; Weber e cols., 1991). Na aanica, ocorre aumento de massa
ventricular decorrente do aumento da espessuraadsdgy por meio da adicdo de
sarcoOmeros em paralelo, porém com grande prolderde fibroblastos e consequente
aumento da matriz extracelular, da apoptose e daose tecidual (Wakatsuki e
Schlessinger, 2004), levando a reducéo dos diametwitarios. Isso decorre de um
aumento de resisténcia a sobrecarga de pressaejecéa.

Ja na hipertrofia excéntrica, promovida pelo tneieato aerdbico, ocorrendo
também nas fases de desenvolvimento embrionated, dedurante a gravidez, h4 um
aumento de massa do ventriculo e da espessuraredepeentricular, mas com o
aumento dos diametros cavitarios, em decorrénceobdeecarga de volume promovida
pelo aumento do retorno venoso. Tal estiramentozimul cardiomidcito a adicionar
sarcomeros em série, aumentando, dessa forma,osga €ontratil (Wakatsuki e
Schlessinger, 2004).

As vias de sinalizacdo envolvidas na hipertrofi#oldgica séo distintas da
hipertrofia fisiolégica (Mcmullen e Jennings, 200&)gumas moléculas de sinalizacao,
tais como as proteinas G, angiotensina Il (Angdipteina kinase C e MAPKs séo
ativadas durante esse processo (Bowman e cols/; Tk e cols., 1999; Geenen e
cols., 1996). Ja a proteina kinase Akt serina-trep@ uma mediadora importante na
sinalizacao da fosfatidil inositol 3-kinase (PI3Kjye esta envolvida na regulacdo do
crescimento cardiaco e funcédo contratil (Debosatols., 2006; Shiojima e Walsh,
2006; Mcmullen e cols., 2007). A Akt é ativada pdimersos estimulos extracelulares de
forma dependente de PI3K e regula multiplos aspatés fungbes celulares, inclusive
sobrevivéncia, crescimento e metabolismo (Shiogm&alsh, 2006). Ela € necessaria
para o crescimento cardiaco fisioldgico (Deboscblg., 2006).

Kemi e cols. (2008) sugeriram que 0 exercicio derétiva a via de sinalizacao
da Akt/mTOR do coracdo. Esta via parece estar eitlaho crescimento fisioldgico

deste 6rgao decorrente do exercicio voluntarimyareento de intensidade moderada ou



protocolos de natacédo (Godfrey e cols., 2003; Mtanué cols., 2003; Ceci e cols.,
2004; Latronico e cols., 2004; Debosch e cols.,620Bm contrapartida, a hipertrofia
patoldgica induzida pela sobrecarga desativa daviakt/mTOR (Kemi e cols., 2008) e
esta associada com a reexpressdo de genes fatyseg(Olson, 2003) tais como o
peptideo atrial natriurético (ANP) e peptideo naético tipo B (Mcmullen e Jennings,
2007).

O exercicio causa hipertrofia cardiaca que é codh®@omo “coracdo de atleta”
(Raskoff e cols., 1976; Lauschke e Maisch, 2009).ura hipertrofia cardiaca
fisiologica, sem alteracdes no conteudo de colageatvanzi e cols., 1992; Di Bello e
cols., 1997), que é induzida por uma resposta athegt benéfica no sistema
cardiovascular; diminuicdo da frequéncia cardianarepouso, reducao da frequéncia
cardiaca durante o exercicio submaximo e aumentempo de enchimento do coracao
e retorno venoso. Essas adaptacbes podem aju@ddisiazer o aumento na demanda
cardiaca durante o exercicio e manter e/ou aumaritargdo cardiaca em condicfes de
repouso (Shapiro e Smith, 1983; Mockel e Stork61#dchey e Brown, 1998).

O peptideo natriurético cerebral (BNP) foi origmahte isolado do cérebro de
mamiferos (Sudoh e cols., 1988; Kojima e cols.,9198 atua como um homénio
cardiaco, semelhantemente ao peptideo natriurétizd (Mukoyama e cols., 1991). O
BNP é sintetizado pelos ventriculos e sua expressaduzida nos casos de sobrecarga
ventricular e hipertrofia (Ogawa e cols., 1991; &scaols., 1997). Além disso, tem
mostrado ser um fator de risco para eventos caadoaares na hipertensao (Suzuki e
cols., 2002). Essas observacdes nos sugerem aglomsvolvimento deste peptideo na
patofisiologia de cardiomiopatias hipertréficas.

Os mecanismos de contracdo do coracao podem sat@fedurante o processo
de instalacdo da hipertensdo e consequente hifertardiaca. Os canais de Za
voltagem-dependentes que participam da funcdo &dnttos cardiomidcitos foram
inicialmente identificados por Fatt e Katz, em 19batt e Katz, 1953). Posteriormente,
Hagiwara e cols. (1975) sugeriram a classificaggoahnais em dois tipos distintos, de
acordo com suas propriedades eletrofisioldgicasiaisade C& de baixa e alta
voltagem. De acordo com as propriedades farmaa@ége biofisicas dos canais de
Cd*, eles podem ainda ser subdivididos em diversas:tifpo-T, tipo-L, tipo-N, tipo
P/Q e tipo-R (Kamp e Hell, 2000).



O canal de C& do tipo-T, que é classificado como de baixa vohagse abre
guando o potencial de membrana esta baixo e seamapidamente. Os canais do tipo-
L sdo freqientemente denominados “receptores dipitddina” (DHPR) e predominam
nos ventriculos. Em cardiomidcitos estdo presesgesanais do tipo T e L (Bers, 2002).

Em midcitos cardiacos a corrente d&’'Gatravés dos canais do tipo-lcdjl é o
principal caminho para o influxo deste ion provateéedo espacgo extracelular para o
citoplasma; ad, induz a contracdo do musculo cardiaco e regulaf@ga contratil
(Bers, 2002; Bers e Despa, 2006; Richard e cd6R A fosforilacdo dos canais de
Ccd* do tipo-L aumenta a corrente de®Cao reticulo sarcoplasmatico (Hussain e
Orchard, 1997; Delprincipe e coR001; Magyar e cols., 2011).

O reticulo sarcoplasmatico (RS) € um sistema debremas intracelulares em
células do musculo cardiaco que tem um papel fuedthno acoplamento excitacao-
contracao cardiaco (Frank e cols., 2003).

O canal de liberacdo de €alo RS (ou receptor de rianodina, RyR2) é um
componente fundamental no mecanismo de excitagdivagdo (EC) cardiaco. A
liberacdo do C& advindo do RS através dos canais de RyR2 iniciaooegso de
contracao do coracdo. Os canais de RyR2 tem tiés dé fosforilacdo bem definidos:
Sef® (Xiao e cols., 2005), S&° e Sef®"> embora possam haver outros (Rodriguez e
cols., 2003). SéF° e Sef®® sao fosforilados por PKA (Rodriguez e cols., 2083)
Sef®®® pela proteina kinase Il dependente dé'f€almodulina (CaMKIl) (Wehrens e
cols., 2004).

Trés isoformas de canais de RyR em mamiferos caddis por genes
especificos foram identificadas e clonadas. RyR2séforma predominante no coragéo
e esta diretamente envolvida no mecanismo de EQ@n@lle cols., 1996). Os canais de
RyR séo tetrameros de alto peso molecular localzad membrana do RS (Takeshima
e cols., 1989; Otsu e cols., 1990). Sao caractyizpor enormes dominios N-terminais
protusos através do citosol. Muitos dos canais tat@hios se ligam a esse dominio
citoplasmatico, incluindo calmodulina (Fruen e o900, Balshaw e cols., 2001), a
calstabina 2 (FKBP 12.6) (Brillantes e cols., 198X e cols., 2001), proteina kinase
A (PKA) (Marx e cols., 2000), proteinas fosfataf¥sl e PP2A e sorcina (Meyers e
cols., 1995; Marx e cols., 2000). Os canais de RyRbém ligam proteinas a superficie

luminal do RS.



As proteinas FK sdo imunofilinas e sdo assim nodasiseébaseadas na ligagdo
com o imunosupressdacrolimus (originalmente denominado FK506) (Brillantes e
cols., 1994). No musculo cardiaco estédo presestésoformas FKBP12 e FKBP12.6
(Timerman e cols., 1993; Timerman e cols., 199é)ds esta a moduladora-chave da
funcé@o do canal de RyR2 (Wehrens e cols., 2005p¥anols., 2005). A FKBP12.6 é
uma proteina de estabilizacéo dos canais d& qie se liga aos canais de RyR2 em
cada monémero. Durante a fase de repouso do metadis contracdo (diastole) essa
proteina mantém o canal em seu estado fechadda(®es e cols., 1994; Wehrens e
cols., 2003), prevenindo a excessiva liberacdo afé ©m dos fatores que poderiam
levar a essa dissociacdo é a fosforilacdo do ress@i®®® pela PKA (Ahern e cols.,
1994; Brillantes e cols., 1994; Kaftan e cols., @9%ntretanto, alguns investigadores
encontraram que a FKBP12.6 ainda se liga ao can®yR2 apOs essa fosforilacdo
(Stange e cols., 2003; Xiao e cols., 2004).

As proteinas fosfatases se ligam ao canal de RyiRZyroteinas especificas: a
PP1 utiliza a esfinofilina e a PP2A, a PR130 (Akenols., 1997; Marx e cols., 2001).
Terentyev e cols. (2003) sugeriram que a PP1 aaneeatividade do canal de RyR2,
mas a maioria dos estudos relata que essa protina sua atividade (Sonnleitner e
cols., 1997; Carr e cols., 2002; DuBell e colsQ205antana e cols., 2002). A aplicacao
da PP1 e PP2A para permeabilizar miécitos levouna ativacdo aguda de €a
seguida pela delecéo do conteudo dadmRS (Terentyev e cols., 2003), sugerindo que
a depressao do acoplamento EC pelas fosfatasesepuedieer a deplecdo dos estoques
de C&" no RS, devido & ativacéo dos canais de RyR2. Alissp, as fosfatases tém
mostrado aumentar a atividade dos canais de RyR&gms (Terentyev e cols., 2003;
Carter e cols., 2006), mas ndo em todos os casaislaslos (Hain e cols., 1994).
Todavia, 0 mecanismo preciso de acdo de PP1 e RB2Aanejo do Ca intracelular
ainda necessita de mais investigacoes.

Os canais de RyR2 no musculo cardiaco sdo ativpdims influxo de C&
através dos canais de®do tipo L (CCTL). A ativacéo do limiar de aproxidzanente
108 e 107 M abre os canais de RyR2, sendo que sua ativagdiona ocorre entre 19
e 10° M e declina com o aumento nas concentracdes ec@tbimaxima a
aproximadamente I8M de C&* (Meissner, 2002).



Apés a despolarizacdo da membrana do cardiomi@st@CTL sdo ativados na
membrana do sarcolema atingindo os tubulos trases€ T). O influxo subseqiente
de C&" muito maior que o efluxo através dos canais deZRyR RS desencadeia um
processo denominado “liberacdo de’'Caduzida por C&”. Durante a sistole, um
aumento de cerca de dez vezes na concentracawelntea de C& resulta na formacao
de pontes cruzadas entre actina e miosina ap@agéb do Cd com a troponina C
(TnC). A troponina T (TnT) interage com a troponmase esta entdo disponibiliza para
ligacdo os sitios de ligacdo da miosina preserdeactina. A ligacdo do Gaem um
Unico sitio da troponina C cardiaca (TnCc) refargdinidade da TnC com a troponina |
(Tnl) e favorece o movimento do complexo troportimgpomiosina. Com ATP
suficiente, ocorre o deslizamento dos miofilamenisse processo permite a contracao
muscular (Gordon, 2000). As fases da contracadolgie diastole) sdo intimamente
controladas pelo estado funcional dos canais & @atagem-dependentes, RyRs,
TnC, Tnl, SERCA, FLB, NCX e outras proteinas (Skaeahcols., 2007).

A estimulacdo catecolaminérgica do coracéo, reseltda ativacdo do sistema
nervoso simpatico durante o estresse, esta ligddaf@rilacdo do canal de RyR2, no
residuo Séf® por PKA e, tem um papel importante durante o @mdmento da
liberacdo de C4 no momento do acoplamento EC (Gomez e cols., 1997)

A liberacdo pontual de Gaseguida de sua rapida absorcdo, fenémeno
conhecido como “Ca spark, é o resultado da abertura simultanea de um gdeo
canais de RyR2 (Cheng e cols., 1993). Atualmemedia-se que o Gasparkpossa
ser desencadeado por 3 mecanismos: abertura dmais CCTL, durante um potencial
de acdo, através do processo de liberacdo d¥ i@huzida pelo C&; por aberturas
espontaneas do canal de rianodina, principalmamadp a carga de &ao reticulo
esta alta; e através da difusdo do ion nas proamesl das unidades de liberacdo de
Cd* que acabaram de lanca-lo para fora do reticuloplsmatico (Rovetti e cols.,
2010). O “C&" spark” constitui um evento elementar do acoplamento @ga&it-
contracao cardiaco (Cheng e Lederer, 2008). Em g@&oarecrutadas de 4 a 6 canais de
RyR2, embora 12% dos eventos sejam provocadosabeldura de um unico canal
(Wang e cols., 2004).

Para facilitar a coordenacéo da liberacdo d& duzida por C&, grupos de

canais de RyR2 séo localizados em areas estrat@macenembrana do RS (conhecidas



como Unidades de Liberacdo de Calcio), diretamadjacentes aos CCTL, dentro dos
TT do sarcolema (Franzini-Armstrong e cols., 1999n e Lai, 2000). Nas
concentracdes diastdlicas de’Ca Tnl inibe a interacdo entre alguns mondémeros de
actina e miosina (Layland e cols., 2005). O infldeoC&" através dos CCTL ativa 0s
canais de RyR2 prdoximos, os quais sao acopladasofaimente (Marx e cols., 2001),
induzindo a liberagéio sincronizada do*Cé&Cheng e cols., 1993; Bers, 2002). Essa
liberacdo gera uma concentracao transitéria déiBmacelular suficiente para induzir a
contracdo. O aumento na concentracdo db" @#osdlico durante a contracdo é
imediatamente seguido de sua remocéo, resultanddemativacdo da maquinaria
contrétil e relaxamento miocardico durante a dlést® C&" citosolico é bombeado de
volta para 0 RS pela SERCA2a. Esta bomba controfoocesso de contracdo e
relaxamento do cardiomiécito e a fosfolamban (Ftdgjula sua atividade. A SERCA2a
utiliza a energia fornecida pela hidrélise do AT&aptransportar o Gaatravés da
membrana. Dois fons €asdo transportados para cada molécula de ATP e
(Simmerman e Jones, 1998; MacLennan e Kranias,)2003

Em sua forma néo-fosforilada, a FLB inibe a atidelada SERCAZ2a; a
fosforilacdo da FLB reverte a inibicdo. O*Caambém é transportado para fora da
célula via NCX1. Em ratos, 7% do €asdo removidos pelo NCX1, 92% pela
SERCAZ2a e o restante (1%) por sistemas mais |¢Btos, 2002).

No coracéo, a atividade da SERCAZ2a é reguladaymsms dequenas proteinas de
baixo peso molecular. a FLB (Maclennan e cols.,3200angheluwe e cols., 2005;
Bhupathy e cols., 2007) e a sarcolipina (Vanghelawels., 2005; Vangheluwe e cols.,
2006; Bhupathy e cols., 2007).

A fosfolamban é uma proteina integral de membrana consiste de 52
aminoacidos e se expressa predominantemente noulmisardiaco e em pequenas
quantidades no musculo esquelético de contracata, lentsculo liso e células
endoteliais (Lalli e cols., 1997; Sutliff e col4999). Ela pode ser fosforilada em 3
sitios distintos apés uma estimulacdo adrenérgioaresiduo Séf pela PKA e no
residuo ThY' pela CAMKII. Edes e Kranias (1990) mostraram quiesdorilacdo no
residuo Séf pela PKC nao é fisiologicamente relevante (Edd&anias, 1990). A
fosforilacdo da FLB no residuo $%rpela PKA (Simmerman e cols., 1986) e

conseqiiente ativacdo da SERCA2a, permite a rapjolagio do Ca de volta para o



RS, potencializando a cinética do relaxamento mefmendo contetdo adicional de’Ca
para a préxima liberacéo. Posteriormente, com ceatonde C# intracelular e niveis
celulares 6timos de AMPc (Napolitano e cols., 19892CaMKIl € ativada e causa
fosforilacdo da FLB no residuo de Threvando também & ativacdo da SERCA2a. A
fosforilacdo da FLB no residuo $¥rocorre rapidamente apdés a estimulacéo
adrenérgica e permite a fosforilacdo no residud’Thubseqiiente ao aumento dd'Ca
intracelular (Kuschel e cols., 1999). A defosfagdla da FLB pode contribuir para o
acimulo de C& no RS, resultante da deficiéncia no transporteedes pela SERCA2a
na presenca de fosfatases (Macdougall e t68l; Steenaart e cols992).

Alguns estudos mostram que a FLB defosforilada@yeo uma inibidora da
SERCAZ2a e que a fosforilacdo induz um aumento anbisti no transporte de €am
quatro vezes ou mais (Maclennan e Kranias, 2008ja4ai e cols., 2005).

Estudos imunohistologicos tém mostrado que os CE@S$tdo localizados
predominantemente nos tubulos T (Brette e Orcl2003), na proximidade dos canais
de RyR2 (Scriven e cols., 2000), na diade: na oejgidcional, onde o influxo de €a
leva & liberacdo de €apelo RS. Essas proteinas parecem estar localizaoss
elementos transversos do sistema de tabulos T (2hem cols., 2006), sugerindo uma
homogeneidade também dentro deles. O tamanho dagwode diferir em diferentes
regibes da célula (Inoue e Bridge, 2005). Os nmodcétdvindos de coracdes debilitados
tém reduzido contetido de €ao RS e um transiente sistélico de’Cque é menor
guando comparado aos de midcitos controle (Orah&wktte, 2008).

Na década de 70, a calsequestrina foi extraida Siqp&a primeira vez por
MacLennan e Wong (1971). Seu nome é devido a spaciciade de sequestrar®Ca
dentro do RS (MacLennan e Wong, 1971). A CSQ € progina importante para o
armazenamento de €ano RS, mas tem também papel crucial no controleae
estabilizacdo do estoque deste ion (Terentyevse, @fl03).

Em humanos héa dois tipos de CSQ codificadas pdfePedtes genes: CSQ1,
presente em fibras de contracdo rapida, e CSQ2ess@ no coracdo e em fibras de
contracdo lenta. Esta ultima se ancora ao canRiB pela triadina e junctina e assim,
se forma o complexo de liberacdo de€#'Cdo RS (Zhang e cols., 1997). As porcdes
monoméricas de CSQ2 parecem ser responsaveis yrejaof regulatéria da proteina
(Qin e cols.2008).



A CASQ2 inibe a atividade do canal de RyR2 a babaxentracdes de €a
luminal, e essa inibicdo € cessada quando essasntmagdes aumentam (Gyorke e
Terentyev, 2008). Embora esse efeito direto da CA®Q canal de RyR2 esteja
descrito, de acordo com muitos achados, as intesagéssa proteina dependentes de
C&* com RyR2 sdo mediadas pelas proteinas integraisi@®abrana triadina e/ou
junctina. De acordo com Gyorke e Terentyev (2088FASQ2 modula a funcdo dos
canais de RyR2 da seguinte maneira: quando 4d][6@ RS é baixa, a CASQ2 se liga a
triadina e/ou junctina e inibe a atividade do canam a carga de &arestaurada, o
aumento da [Cd] no RS inibe a ligagdo da CASQ2 com as proteimasndmbrana,
liberando a atividade do canal de RyR2 (Gyorkereritgev, 2008).

Em um estudo utilizando um treinamento de baixansidade em esteira,
observou-se o aumentou da expresséo de proteimalvidas na mobilizacdo do €a
em camundongo&nockoutpara os adreno-receptores € oxc (02a02cARKO), nos
quais a liberagcdo de noradrenalina circulante ¢éekigeratividade simpatica, resultando
em um quadro de insuficiéncia cardiaca. Aos 7 mdseglade, quando os animais
apresentavam insuficiéncia cardiaca severa, oiexerestaurou os niveis de expressao
do NCX1, SERCA2a e FLB, além de restaurar os nidei$osforilacdo em ambos os
residuos Séf e Thit/, em relacdo ao controle. Isso resultou na melldarduncao
ventricular esquerda (Rolim e cols., 2007).

Um efeito importante das modificacbes génicas docardio com hipertrofia
patoldgica € a reducéo da expressdo de genes Elosoha homeostase intracelular de
ions, como, por exemplo, a redugdo nos niveis dRC2Ra. Além disso, essa enzima
sofre efeito inibitério adicional da FLB, que pemeae defosforilada. Esse conjunto de
efeitos contribui para a elevacdo da concentragioCd" citosélico na diastole,
explicando o retardo de relaxamento do miocéardipertiofiado (Matsubara e
Matsubara, 2003).

Apesar de existirem poucos trabalhos que abordeefedss do exercicio fisico
sobre a expressdao de proteinas envolvidas no g@eme@o do calcio em
cardiomidcitos de animais hipertensos, a maiorig@sdenostra efeitos benéficos da
pratica regular de exercicio para a melhora da lmabéo deste ion no coragéo. Visto

isto, a meta deste trabalho foi avaliar os efedtasnatacdo na expressdo de RNAs
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mensageiros destas proteinas no tecido cardiatatakecom hipertensdo renovascular

2R1C.
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Figura 1. Desenho ilustrativo mostrando a participacao Iganaas proteinas no processo de

contracao e relaxamento do cardiomidcito.
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2.0. OBJETIVOS

2.1. Geral:
Avaliar os efeitos do treinamento aerébico em rdatagobre a expresséo de
RNAs mensageiros de proteinas reguladoras der@amusculo cardiaco de ratos com

hipertenséo renovascular 2R1C.

2.2. Objetivos Especificos:

Avaliar:

» Os efeitos da natacdo sobre a presséo arteriahraddequéncia cardiaca basais,
em ratos Fischer normotensos e com hipertensdo.2R1C

* As alteragcdes no peso do coracdo de ratos Fiscbenotensos e com
hipertensdo 2R1C sedentarios e submetidos ao exefisico.

» Através de analises histoldgicas alteracbes naohogib cardiaca em ratos
Fischer normotensos e com hipertensdo 2R1C sementdrsubmetidos ao
exercicio fisico.

* Os niveis de expressdao de RNAs mensageiros de SERCAsfolamban,
NCX1, calsequestrina e BNP em ratos Fischer nomsotee com hipertensao
renovascular 2R1C sedentarios e submetidos aoiexsefisico.
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3.0. METODOLOGIA

3.1. Animais

Neste estudo foram utilizados ratos Fischer, psamtre 150 e 200 gramas,
provenientes do Laboratério de Nutricdo Experimenk®a Escola de Nutricdo da
Universidade Federal de Ouro Preto. Os animaisrfareantidos em caixas plasticas,
sendo quatro animais por caixa, receberam aguede ad libitum,em ambiente com
ciclo claro/escuro de 12 horas (das 6:00 as 18:.0Dijos os protocolos realizados
foram devidamente aprovados pelo Comité de Eticapesquisa da Universidade
Federal de Ouro Preto (protocol8 2010/45), conforme anexo I. Os animais foram

pesados antes da cirurgia e da ultima sesséoide tie protocolo.

3.2. Desenho Experimental

Tabela 1:Representacao das etapas dos experimentos.

1° dia Apoés 4 dias Apos 6 Apos 24 Soleo Ventriculo  Rins

semanas horas esquerdo

Cirurgias Inicio do Canulagao PA e FC, Atividade Western  Peso

SHAM protocolo da artéria eutanasia e da citrato Blot, seco
e de natacdo  femoral retirada de sintase  histologia e
2R1C (gupos SED orgaos PCR em
e EX) tempo real

3.3. Cirurgia para desenvolvimento da Hipertensdo Bnovascular

Para induzir a hipertensao arterial foi utilizawonétodo 2 rins 1 clipe (2R1C)
descrito por Goldblatt e cols. (1934). Os ratosforsubmetidos a 24 horas de jejum
com consumo livre de agua. No dia da cirurgia,rosais foram anestesiados com uma
solugéo de Ketamina e Xilasina (50 mg/Kg e 10 mgiggrespectivamente), colocados
em decubito dorsal em uma prancha cirdrgica e stifbosea tricotomia e assepsia na

regido abdominal com alcool iodado. Logo abaixopdacesso xifoide foi feita uma
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incisdo mediana de 4 a 6 cm. Foram colocados oeésitbilateralmente na incisao
cirdrgica e as algas intestinais foram retraidas. deéguida, a artéria renal foi isolada
com o auxilio de pingas e cotonetes. Um clipe @ap®50 (contendo 5% de liga de
cobre e com 6timo grau de dureza) apresentando &encomprimento e 2 mm de
largura, em forma de U, cuja abertura era previaenérada através do uso de um
calibrador, foi colocado ao redor da artéria reral.grau de constricdo do clipe
escolhido foi de 0,20 mm de diametro interno, diineste que se mostrou mais
eficiente para obtencédo do indice PA > 130 mmHge{nde pressdo escolhido para
selecionar os animais hipertensos) (Britto e c@B9,7 e Wang e cols., 2005).

Outro grupo de animais foi submetido a cirurg@idia (SHAM), que consistia
na realizacdo de todos os procedimentos acimateaaolocacao do clipe de prata em
torno da artéria renal. Estes animais SHAM foranilizados como controle
(normotensos).

Em todos os animais foi feita a sutura no abdérneenplvendo com pontos
continuos a camada muscular e pontos separad@te.aAp final dos procedimentos
cirdrgicos, em todos os animais foi administradtbaitico (0,01 ml/100 g do peso

corporal - pentabidtico veterinario da marca Fartige).

3.4. Protocolo de exercicio fisico

ApOs quatro dias da cirurgia, os animais foram diilkds em dois grupos
experimentais: ratos sedentarios e ratos subme#idosxercicio fisico (natacdo sem
carga). Os animais foram submetidos ao treinan@mtoatacdo sem carga, por este ser
considerado um modelo descrito na literatura deugédd de hipertrofia cardiaca
fisiol6égica em ratos e camundongos (Evangelistale,2003).

No primeiro dia de treino aerdbico em natac&o,sa&e durou 20 minutos, no
segundo, 40 e do terceiro ao trigésimo (6 semaaat)racéo foi de 60 minutos, 5 dias
por semana.

Os grupos de animais sedentarios foram colocaddsaéhes (4 ratos por balde)
com agua rasa (x15 cm de altura, em temperaturd0¢ig°C), para que 0S mesmos
fossem semelhantemente manipulados e expostomdig@es de estresse dos grupos
exercitados. No primeiro dia foram mantidos em &aga por 20 minutos e do segundo

ao trigésimo dia, por 40 minutos, 5 vezes por s@mnido caso dos animais exercitados,
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a natacao foi realizada em um tanque adaptado @odivisorias de 38 por 60 cm de
largura e 50 cm de profundidade e a temperaturagda era mantida em 30 + 2°C,

através do uso do termostato.

3.5. Atividade da citrato sintase

Apds o sacrificio dos animais, os musculos séleqgserdosforam retirados para
a dosagem da atividade maxima da enzima citratasg{CS). A CS catalisa a reacéo
entre acetil coenzima A (acetil CoA) e acido oxélmo, para formar acido citrico. A
hidrélise do thioester de acetil CoA resulta nanfacdo de coenzima A com um grupo
thiol. Este, por sua vez, reage com DTNB [5,5-ditis-(2-acido nitrobenzdico)] para
formar TNB (5-thio-2-acido nitrobenzéico). O produtie cor amarela é observado
espectrofotometricamente pela mensura da absoébandil2 nm. Para a dosagem da
atividade, foi utilizado o Citrate Synthase Assajt KCatalogo CS0720, Sigma
Aldrich). Todos os procedimentos estao descritosianual do kit.

A escolha do musculo so6leo deveu-se ao fato desterta grande quantidade de
fibras vermelhas (aproximadamente 95%), as quassigaizam o uso predominante da

via oxidativa.

3.6. Confeccao de Céanulas Vasculares

Canulas foram confeccionadas a partir de 4 cm blestde polietileno PE 10,
polimerizados por aquecimento e 16 cm de tubosotletieno PE 50. O interior das
canulas foi preenchido com uma solucao salina (N&GPb6) e a extremidade livre de
PE 50 foi fechada com um oclusor metélico antesdaslacdes.

3.7. Registro Direto da PAM e FC

Todos os procedimentos cirargicos foram realizanos 0s ratos anestesiados.
Apo6s 42 dias do inicio da AF, os animais 2R1C e BHfadram anestesiados com
Ketamina e Xilasina (50 mg/Kg e 10 mg/Kg, ip, resp@amente).

Para registro dos parametros cardiovascularezoease uma pequena incisao
na pele, separando a musculatura para localizag&ixé& vasculo-nervoso femoral. A
canula foi introduzida na aorta abdominal, viaratiemoral previamente heparinizada,

para registro direto da pressao arterial média (RAdvessao arterial pulsatil (PAP) e
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frequéncia cardiaca (FC). Para facilitar o manusein o animal acordado, as canulas
foram dirigidas pelo tecido subcutaneo por meioudetrocéater, e exteriorizados no
dorso do animal. Apdés esse procedimento os ratoemmfomantidos em gaiolas

individuais, com agua e racad libitum.

A avaliacdo dos diferentes parametros cardiovaszildPAM e FC) foi
realizada através do registro direto da PA, atralass canulacdes arteriais dos ratos
acopladas ao sistema computadorizado de aquisggdadbs (Powerlab). O registro da
PA foi feito 24 h ap0s a canulacdo da artéria famarom injecbes de heparina na
canula antes da conexao junto ao transdutor.

A PA foi monitorada por um transdutor de presséaaetm Gould, conectado a
um amplificador (PM-1000, CWE). O sinal de pressdierial pulsatil foi derivado
para um cardiotacémetro (PM-1000,CWE) para se abte€. A PAP e a FC foram
continuamente amostradas por um sistema de coovarsidgico/ digital de 12 bits
(Powerlab 4/ 20), a uma freqiéncia de 800 Hz e znalos em disco rigido.
Posteriormente, o sinal foi processado por um soéWPowerlab 4/ 20) para se obter a
PAM, as caracteristicas temporais e as alterac@amas dos parametros desejados.
Simultaneamente, a PAM e a FC foram calculadasri@ pie pulsos de PA. Essas
variaveis foram apresentadas simultaneamente eraiscatistintos no monitor e

armazenadas em disco rigido do computador.

3.8. Coleta de Orgéos e Tecidos e Analise Histologi

Ao término dos experimentom vivo, 0s animais foram sacrificados por
decaptacdo, submetidos a uma laparotomia mediai@arpsseccdo dos tecidos. Em
necropsia, rins, coracao e tibia esquerda foraptanibs.

Durante a primeira fase do trabalho, o coracadpdsado (peso Uumido) e os rins
desidratados em estufa e pesados (peso secozabitib-se um paquimetro analdgico, a
tibia foi medida em seu comprimento (mm).

Para as analises histolégicas do ventriculo esqugpice), fragmentos néo
excedentes a 01 cm de espessura dos tecidos fomdnd em formalina e processados
por técnicas histopatoldgicas de rotina. Esteso&rddram desidratados, diafanizados,
embebidos e emblocados em parafina. Seccoes Eatasime aproximadamente quatro

micrémetros de espessura foram obtidas atravéscdecas de microtomia, fixadas em
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laminas de vidro tratadas com albumina. As lamotdiglas foram coradas pela técnica
da Hematoxilina/Eosina (HE) para avaliagOes daxpais de alteracdes estruturais.
Foram realizadas avaliagdes quantitativas por aasnile morfometria digital.
Para isso, foram obtidas 20 imagens aleatdriasadd cardiaco no microscoépio Leica
BM5000 com camera digital (Leica DFC 300 FX) acdpl@om mddulo RGB ativada
e associada asoftwarede captura de imagens Leica Application Suite dpetva
microscopica de 40 vezes. As imagens foram anaksamb software Leica Qwin
V.3.2.1 (Leica Switzerland). Para a avaliacdo dadyo inflamatorio no coracéo, o
namero total de células presentes no campo migoascipi determinado pela
contagem automatica de nucleos celulares. Alémodiss coracdo foi avaliada a
espessura das fibras miocéardicas através de meadidaativas, pelo desenho de uma
reta ligando os limites celulares superior e igfena regidao do nacleo. Somente fibras
com nuacleos e limites celulares visiveis foram ufdds, com total de cem

cardiomidcitos analisados para cada animal.

3.9. Extracao de RNA, sintese de c-DNA e PCR em tpareal

O RNA total das células foi obtido com aimétdo do Tri-Reagent-LS (Trizol,
Molecular Research Center, Inc., Cincinnatti, OFBA). Foi adicionado 1 ml do Tri-
Reagent-LS diretamente sobre parte do ventriculguesdo, que a seguir foi
homogeneizado. O lisado celular foi coletado e bade por 5 min a temperatura
ambiente, para permitir a completa dissociacdopdaeinas nucleares. Adicionou-se
134 pl de 1-bromo-3-cloropropano, e em seguida, as aasstoram agitadas
vigorosamente por 15 segundos. As amostras forambauas por 15 minutos, a
temperatura ambiente e centrifugadas a 12.000@%orinutos a 4C. Apds, separou-se
0 sobrenadante, que continha o RNA, o qual foiipitaclo com a adicdo de 6%0 de
isopropanol, por 10 minutos, a temperatura amhbieseguido de centrifugacdo a
12.000g por 35 minutos &@. O sobrenadante foi removido e o RNA lavado cgén 1
ml de etanol 75%. O RNA foi recuperado por cengditéo a 12.000g por 15 minutos a
4°C, e a lavagem com etanol repetida, sendo as asosttocadas a - 8D por no
minimo 1 h. Ap6s nova centrifugacdo, o etanol Esahrtado e o precipitado de RNA

deixado por 10 minutos a temperatura ambiente, gaporacdo do excesso de etanol.
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O RNA foi ressuspendido em 10480de agua tratada com dietil-pirocarbonate@H
DEPC, Ambion Inc.), e tratado com DNase confornsrutdes do fabricante (turbo-
DNA-freeTM, Ambion Inc.). Resumidamente, a cada sim@ofoi adicionado 10% de
volume do tampdo para DNase | gl e DNase I. A seguir, as amostras foram
incubadas por 30 minutos, a°&7 Foram acrescentados 10% do volume de reagente de
inativacdo (qual), seguido por incubagédo por 2 tosua temperatura ambiente. As
amostras foram entdo centrifugadas a 10.000g man@tos para precipitar o reagente
de inativacao (qual) com a DNase.
A concentracdo de RNA foi determinada por leitusarazdo OD260/ OD280

em espectrofotdmetro. A reacéo de transcriptasarsay(RT-PCR) foi realizada com 1
Hg de RNA total, utilizando @ de oligonucleotideos randémicos (0,2ufl/e 2ul de
dNTPs (10mM), em reacdao com volume final de 26ufiginlo com HO/DEPC. O
tubo contendo essa mistura de reacao foi aquecidd minutos a 6%. Imediatamente
apos a incubagéo, foi transferido para uma cuba gelo, adicionando-se gl de
tampéao de PCR 5x, 2ul de DTT 10mM, 2ul do inibiderribonuclease 40U/ul, e 2ul de
Superscript 1l Reverse Transcriptase (Invitrogestalogo 18080044), finalizando um
volume de 4Qul por reacdo. A mistura foi homogeneizada e, apégebcentrifugacao,
incubada por 3 minutos a 42 5 minutos a 2&, e 50 minutos a 5, sendo a reacéo
inativada a 7@ por 15 minutos, e o cDNA mantido &4 O cDNA sintetizado foi
utilizado nas reacdes subsequentes de PCR quiantitat

Para esses ensaios, foram preparadas sologdeshdo os seguintes primers em
concentracdo de pihol/pl, cujas sequéncias estdo representadas naa teéh
calsequestrina, SERCA2a, FLB, NCX1, BNMas e o normalizador 26S (Sigma
Aldrich). Todos os primers foram desenhados no PEBlpassando por pelo menos
um intron, contendo 5000 pares de bases. Uma sohad@endo Platinum Supermix
2X (100mM de KCI, 40mM de Tris-HCI, 400uM de dNTPBlatinumTaq DNA
polimerase 0,1U/ul e 6mM de Mgglinvitrogen) complementado com 1,8ul/tubo de
MgCl2 50mM, 1lul/tubo de dNTPs 10mM e 0,45ul/tuboRlatinum Taqg polimerase
200 U/ml e HO foi acrescentada para completar o volume finaB@é/poco. Essa
solucéao foi aliquotada (cada aliquota suficient& 385 pocos) em tubos eppendorf, e 0

cDNA de cada amostra dos diferentes tratamentogritbss acima adicionado
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(3,5ul/aliquota) a um tubo. As solucdes ja com cDNA morantdo distribuidas nos
pocos da placa de experimento{Bfoco). Todos os ensaios foram realizados em um
termociclador iCycler (BioRad Laboratories), nagumetes condi¢cdes: 7 minutos a
95°C, seguidos por 40 ciclos de 10 segundos’@ @51 minuto a 6.

A andlise dos dados foi feita pela comparagéoe nimero de cépias dos pogos
controle e experimentais, ou entre diferentes tempdtida entre as porcdes de
crescimento geométrico das curvas, passando-seaimndenominada limiar que cruza
essas porcdes. Sabendo-se 0 numero de ciclos gerpassa a reta limiar £ foi
encontrado d\Ct que € a diferenca do valor médio para 0 gene téeesse e para o
RNA 26S. A seguir, foram subtraidos os valores ogdincontrados para 0s pogos
tratados da média dos pocos controle, obtendoA®¥Ce. Esse valor foi colocado como
exponencial negativo na base 249"), obtendo-se assim o nimero de vezes que o
gene foi expresso apl6s o tratamento em questdo etsgdo ao controle. Nos
experimentos temporais, foi considerado controlealor médio de menor expressao.
(PUBMED) TM, colocar o desenho.

Tabela 2 Sequéncia de bases dos primers utilizados.

RNAmM Sequiéncia (5'2>3’)
26S f CGATTCCTGACAACCTTGCTATG
r CGTGCTTCCCAAGCTCTATGT
BNP f CAGAACAATCCACGATGCAG
r CCTTGGTCCTTTGAGAGCTG
Calsequestrina f ATAGGCTTTGTGATGGTG
r TACCGAGCACAGTGCTGCTT
Fosfolamban f TGTGACGATCACAGAAGCC
r GCAGCAGACATATCAAGATGAG
Mas f ACTGTCGGGCGGTCATCATC
r GGTGGAGAAAAGCAAGGAGA
NCX1 f GTGGAGGTCTGGGAAGAATT
r GCTTCCTCGTCATCTTGGTC
SERCA2 f TCTGTCATTCGGGAGTGGGG
r GCCCACACAGCCAACGAAAG
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3.10. Analise estatistica

As médias e os desvios-padrao referentesvaloses das variaveis estudadas
foram comparados entre os grupos por meio da arddivariancia (ANOVA), seguido
do teste de Tukey. Essas andlises foram realizaelasoftware GraphPad Prism. 4

Foram consideradas diferencas significativas par®,05.
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4.0. RESULTADOS

4.1. Atividade da citrato sintase

A atividade da citrato sintase foi utilizada comaroador de exercicio fisico. O
treinamento fisico aumentou em 92% a atividade maxda enzima citrato sintase no
grupo SHAM EX em relacdo ao SHAM SED, enquanto amsnais 2R1C EX, esse
aumento foi de 97%, conforme valores da tabela 3atiéidade da enzima esta

representada na figura 12.
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Figura 2: Atividade da enzima citrato sintase durante 9Qiségs nos animais SHAM e 2R1C.

Tabela 3: Atividade da enzima citrato sintase nos grupos mxeatais SHAM e
2R1C.

SHAM 2R1C

SED EX SED EX

Atividade da 997,3+98,5 1916+812,6* 1545+708,5 1974+310,6*
citrato sintase

Valores expressos em média + desvio padrdo da mép0,05 vs. SHAM SED (ANOVA
seguida de Tukey). n= 4.
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4.2. Parametros da hipertenséo renovascular

4.2.1. Niveis basais de PAM e FC
Na figura 3, observa-se que a PAM basal nos rd@d<C2SED foi maior do que

a dos ratos SHAM SED e SHAM EX. Os valores de PAdddb dos ratos 2R1C EX
foram menores em relacdo aos dos ratos hiperte2R@€ SED. Entre 0S grupos

SHAM SED e SHAM EX néo houve diferenca significativ
Os valores basais de FC dos ratos 2R1C SED foraiwre@sacomparados aos

dos ratos SHAM SED e SHAM EX. Os animais 2R1C EXeapntaram redugao na FC
em relagdo aos animais 2R1C SED (fig. 4).
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Figura 3: Pressao arterial basal em ratos SHAM e 2R1C.
*p<0,005 vs. SHAM SED. “p<0,005 vs. SHAM EX.'p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA

seguida de Tukey). n=10, 9, 6 e 6.
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Figura 4: Frequéncia cardiaca basal em ratos SHAM e 2R1C.
*p<0,005 vs. SHAM SED. “p<0,005 vs. SHAM EX.'p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA
seguida de Tukey). n=10, 9, 6, 6.

4.2.2. Massa seca dos rins

A figura 5 mostra que houve diferenca significatheamassa seca relativa do
rim esquerdo (clipado) e rim direito dos animaisleRSED em relacdo ao grupo EX,
bem como em relagcédo ao grupo SHAM SED.

Os valores de percentual de reducédo dos animai€ HXlforam similares aos
dos SHAM EX. Entretanto, os valores de percentaakducao dos animais 2R1C SED

foram significativamente maiores do que os valdesanimais SHAM SED (fig. 6).
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Figura 5: Massa seca do rim relativa ao comprimento da.tibia
*p<0,05 vs. SHAM EX (RE).p<0,005 vs. 2R1C SED (RDJp<0,005 vs. 2R1C EX (RD)
(ANOVA seguida de Tukey). n=10, 9, 6, 6. RE: Risgkerdo; RD: Rim Direito.
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Figura 6: Percentual de reducdo da massa seca do rim esqutativo ao comprimento da
tibia.
*p<0,05 vs. SHAM SED (ANOVA seguida de Tukey). n& 9, 6, 6.
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4.2.3. Massa umida do coragéo

A figura 7 e a tabela 2 mostram a relacdo entreassenimida do coracdo e o
comprimento da tibia dos animais 2R1C e SHAM. Omais SHAM EX apresentaram
maiores valores em relacdo ao grupo SHAM SED. @r2R1C SED apresentou
aumento significativo nos valores em relacdo ap@r6HAM SED, enquanto 0s
animais 2R1C EX também mostraram maiores valoresetagdo ao grupo SHAM
SED. Entretanto, os valores de massa umida reldtveoracdo dos animais 2R1C EX

foram semelhantes aos dos animais 2R1C SED.

N
1

Massa Umida do coracgéo/
comprimento da tibia(g/mm)
H
1

SED EX SED EX
SHAM 2R1C

Figura 7: Massa umida do coracao relativa ao comprimentibda
*p<0,05 vs. SHAM SED (ANOVA seguida de Tukey). n& 9, 6, 6.

4.3. Avaliagéo histologica do coracgdo

A figura 8 apresenta a area do ventriculo esquerdoserva-se que nao houve
diferenca entre os quatro grupos experimentais,3>@SHAM e 2R1C).

A figura 9 mostra os resultados da contagem ddastho ventriculo esquerdo
de ratos SHAM e 2R1C. Os animais SHAM EX, 2R1C SERI1C EX apresentaram

menor numero de células em uma mesma area emaelasdanimais SHAM SED. Ja
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0s grupos SHAM EX e 2R1C SED tiveram menor numeraéulas em relacdo aos
animais 2R1C EX.

Em relacdo a espessura, observa-se na figura 1@g@amimais SHAM EX
apresentaram valores maiores em comparacao aos SHADI Em contrapartida, o
grupo 2R1C EX apresentou valores diferentes entdelaos demais grupos (SHAM
SED, SHAM EX e 2R1C SED) (fig. 10). Na figura 1bservamos fotomicrografias do

ventriculo esquerdo dos grupos experimentais SHAREC.
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Micrometros 2/ Campo microscopico

Figura 8: Area total analisada do ventriculo esquerdo nopagr SHAM e 2R1C.
p>0,05 (ANOVA seguida de Tukey). n= 10, 9, 6, 6.
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Figura 9: Total de células inflamatérias em uma mesma aveaedtriculo esquerdo nos grupos
experimentais SHAM e 2R1C.

*p<0,05 vs. SHAM SED?p<0,01 vs. SHAM EX'p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida
de Tukey). n=10, 9, 6, 6.
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Figura 10: Espessura das fibras cardiacas nos grupos expgaim&HAM e 2R1C. *p<0,05
vs. SHAM SED. “p<0,005 vs. SHAM EX.'p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida de
Tukey). n=10, 9, 6, 6.
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Figura 11: Fotomicrografias representativas do ventriculouestp dos ratos e 2R1C.
Hematoxilina Eosina. Barra= 25micrémetros (um).

4.4. Expressao de RNAm de BNP em cardiomiécitos

Na figura 15, observa-se que em animais 2R1C SERI1€ EX houve aumento
na expressdo de RNAm de BNP, em relacdo aos an@BiiddM SED. Os animais
2R1C EX apresentaram reducdo na expressado dessadaraem relacdo aos animais
2R1C SED. Na tabela 4, estéo representados oesalas médias e desvios-padréo dos
grupos experimentais.
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Figura 12: Niveis de expressao relativa de RNAm de BNP nosas SHAM e 2R1C.
*p<0,05 vs. SHAM SED. *p<0,005 vs. SHAM EX.'p<0,005 vs. 2R1C SED. (ANOVA

seguida de Tukey). n= 6 para todos 0s grupos.

Tabela 4: Expresséo relativa darain natriuretic peptidenos grupos experimentais.

SHAM 2R1C

SED EX SED EX

Expressdo 0,4786+0,1989 0,5924+0,5235 4,595+0,89661,834+1,029*

relativa

Valores expressos em média + desvio padrdo da m&pk®,05 vs. SHAM SEDp<0,005 vs.
SHAM EX. 'p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida de Tukey). ngafa todos os grupos.

4.5. Expressao de proteinas envolvidas na mobiliZag do célcio no tecido cardiaco

4.5.1. SERCA2a
Na figura 16, observa-se que os niveis de SERCABseataram em animais
SHAM submetidos ao exercicio em comparacédo aosasi8HAM sedentarios. Ja no

grupo 2R1C SED, houve reducdo na expressao em cagdpaaos animais SHAM EX.
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Os animais 2R1C EX apresentaram aumento na expredsdaRNAmM da
SERCA2a em comparagao aos animais SHAM SED e 2HELL & tabela 5 ilustra os

valores das médias e desvios-padrao dos grupos SEH2ARIC.

Expresséo relativa

SED EX SED EX
SHAM 2R1C

Figura 13: Niveis de expressao relativa de RNAmM de SERCAZagrapos experimentais
SHAM e 2R1C.
*p<0,005 vs. SHAM SED’p<0,005 vs. SHAM EX'p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida

de Tukey). n= 6 para todos 0s grupos.

Tabela 5: Expresséao relativade RNAmM da SERCAZ2a nos animaf\&el 2R1C.

SHAM 2R1C

SED EX SED EX

Expressdo  10,04+3,170  41,08+9,599* 12,08+2,753 35,75+6,590'

relativa

Valores expressos em média + desvio padrdo da mégiD,005 vs. SHAM SED’p<0,005
vs. SHAM EX. 'p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida de Tukey). npaBa todos os

grupos.
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4.5.2. Fosfolamban

De acordo com a figura 17 e a tabela 6, observgiseo exercicio fisico foi
capaz de aumentar os niveis de expressao da fos@ano grupo SHAM em relagcéo
aos sedentarios. Nos animais hipertensos sedentéiove uma queda em relacéo ao
grupo SHAM EX.

Em contrapartida, no grupo hipertenso submetidexaocicio fisico observamos

aumento na expressao, em relacéo aos grupos seoe(EIAM e 2R1C).
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Figura 14: Niveis de expressao relativa de fosfolamban nosaas SHAM e 2R1C.
*p<0,005 vs. SHAM SED. “p<0,005 vs. SHAM EXp<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA

seguida de Tukey). n= 6 para todos o0s grupos.

Tabela 6: Expresséo relativa da fosfolamban nos grupos expetais.
SHAM 2R1C
SED EX SED EX
Expressdo 0,3214+0,2191 6,504+2,172* 0,2470+0,1598,690+0,6177*

relativa
Valores expressos em média + desvio padrdo da mépiD,005 vs. SHAM SED.”p<0,005
vs. SHAM EX.'p<0,005 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida de Tukey).tpara todos os

grupos.
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4.5.3. NCX1
Os niveis de expressdao de RNAmM do NCX1 aumentanaranémais 2R1C SED,
em relacdo ao SHAM (SED e EX). O exercicio fisioochpaz de diminuir a expressao

dessa proteina no grupo 2R1C em relacdo aos ar2iRaiS SED (figura 18 e tabela 7).
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Figura 15: Niveis de expresséo relativa de NCX1 nos grupperaxentais SHAM e 2R1C.
*p<0,05 vs. SHAM SED.”p<0,05 vs. SHAM EX'p<0,05 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida de

Tukey). n= 6 para todos 0s grupos.

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

SHAM 2R1C

SED EX SED EX

Expressdo  19,28+22,02 19,57+10,25 91,19+4771 7,92+3,58

relativa

Valores expressos em média + desvio padrdo da mép#D,05 vs. SHAM SED.”p<0,05 vs.
SHAM EX. 'p<0,05 vs. 2R1C SED (ANOVA seguida de Tukey). nafagodos 0s grupos.
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5.0. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo, eessinhostram que o treinamento
em natacdo melhorou a expressao das proteinaadegas de calcio no tecido cardiaco
de animais com hipertenséo renovascular 2R1C.

Varios estudos da literatura (Vieira e cols., 198awler e cols., 1994; Siu e
cols., 2003) tém utilizado a atividade da enzimaat sintase (CS) na adaptacdo
oxidativa do musculo esquelético de ratos paraicoaf a eficiéncia do treinamento
em natacdo. Outros autores também demonstraramo gueinamento fisico com
natacao é eficiente em aumentar a atividade méaiiaativa muscular (Lancha Junior,
1991; Medeiros e cols., 2000), que € uma adaptagkoante do musculo esquelético
ao treinamento fisico aerobico. Pinho e cols. (2@ervaram aumento na atividade
desta enzima em ratos submetidos a um protocdieitamento em esteira durante 12
semanas. Radak e cols. (1999) também mostraramnauma CS de ratos apés 9
semanas de treinamento em natacdo. Nossos resuttatoboram com esses achados,
nos quais se observou o aumento da atividade darSanimais submetidos ao
exercicio fisico no grupo SHAM em comparacao aorespectivo grupo controle.

A hipertensao arterial, patologia clinica multifé é conceituada como uma
sindrome caracterizada pela presenca de alterag@abolicas, hormonais e hipertrofia
cardiaca e vascular. Essas alteragfes podem ioidueambém mecanismos celulares e
moleculares, alterando, por exemplo, o comportaméatenzimas, tais como a citrato
sintase. Os resultados deste trabalho mostram muanénais 2R1C EX n&do houve
aumento significativo na atividade desta enzimarelacdo aos animais 2R1C SED.
Diante do exposto, acreditamos que o metabolisnteeuso dos animais hipertensos
seja mais elevado em relacdo aos animais hormatenso

Alguns trabalhos reportam que o exercicio fisicgul® reduz os niveis
pressoéricos em individuos com hipertenséo art@vlatsusaki e cols., 1992; Zanettini e
cols., 1997). Ainda sdo escassos 0s estudos queaaboo efeito do treinamento
aerdbico com duracdo de 6 semanas. Rodrigues .e(206¥) e Soares e cols. (2011)
mostram que o treinamento em natacdo com duracdsemanas promoveu a reducao

nos niveis de pressao arterial em ratos com hipsgtterenovascular 2R1C.
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Ainda ndo existem estudos conclusivos sobre os msuas pelos quais o
exercicio fisico reduz os niveis de pressdo samgufBherman (2000) defende a teoria
de que ha uma melhora na funcédo endotelial, atra@ésmanutencdo do tbnus
vasomotor e regulacdo do crescimento vascularadatria defende que o exercicio
aumenta o estresse nas paredes de vasos (conbendshear stress estimulando a
producdo de éxido nitrico, um potente vasodilatg@@man, 1990; Sherman, 2000).
Outros autores (Duncan e cols., 1985, Meredithlg,cb991) observaram que apos a
pratica de exercicio fisico ocorre uma menor adighel nervosa simpatica, associada
com a reducao nos niveis de noradrenalina plasand@ticla atividade nervosa simpatica
periférica.

Reducdes na pressao arterial apds exercicio fest@o relacionadas a uma
menor atividade do sistema renina-angiotensina, cesiucdes nos niveis de renina
(Hayashi e cols., 2000), Ang Il, aldosterona e passsina plasmaticas (Braith e cols.,
1999). Acreditamos que a reducdo observada em restsdo, apos 6 semanas de
treinamento aerodbico, seja de carater multifatogaln a participacdo principal do
sistema renina-angiotensina, sofrendo ainda infi@érdo metabolismo oxidativo
periférico.

A bradicardia de repouso em resposta ao treinantaaioe tanto em humanos
(Sandercock e cols., 2005) quanto em animais (Mesl@ cols., 2004; Evangelista e
cols., 2005). No presente também se observou ad&ednos valores da frequéncia
cardiaca em repouso nos animais 2R1C, submetidosxaeicio, que pode estar
associada ao aumento da atividade parassimpatitz(§s e Roberts, 1996; Medeiros
e cols., 2004).

Nossos resultados de hipertrofia corroboram comeéies e cols. (2004), que
observaram aumento na massa do ventriculo esquierdmimais submetidos a um
protocolo de natagcdo com duracdo de 60 min/disand@r8 semanas, assim como
Evangelista e cols. (2003), que encontraram higfeatrcardiaca fisiolégica em
camundongos submetidos a um protocolo de natag@odcwacdo de 6 semanas. O
sistema renina-angiotensina € capaz de alterad@ale hipertrofia cardiaca. Em um
estudo com animais SHR, o treinamento de natacamgweu a diminuicdo da
concentracdo de Ang Il plasmatica, embora sua otraggio ndo tenha se alterado no

tecido cardiaco (Filho e Ferreira, 2008). Ja ogiaide Ang(1-7), que tem importante
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papel na regulacdo do sistema cardiovascular (M@Davcols., 2004; Kyoi e cols.,
2006), se elevaram no coragdo, enquanto sua coac@&otplasmatica ndo foi alterada.

Shyu e cols. (1995) mostraram que o estiramentiz@ide cardiomiocitos “in
vitro”, aumenta a expressado génica do angiotenémogAlém disso, o0 aumento no
ventriculo apos coartacdo da aorta foi completagnahblido por inibidor da enzima
conversora de angiotensinogénio (Baker e cols.Q)19€onsiderando que em nosso
modelo experimental de hipertensao arterial 2R1@rediperatividade do SRA, pode-
se especular que haja alguns fatores e/ou inteyagiiee este tipo de hipertensdo e o
treinamento em natagdo, porém mais estudos aimdaes®ssarios para elucidar essas
possiveis interacoes.

Ja estd bem estabelecido que o exercicio fisicd® cgpaz de aumentar a
expressdo das proteinas reguladoras de calcioe Metido, os niveis de RNAm de
SERCA2 aumentaram nos grupos submetidos ao treimareen natacdo. Em animais
2R1C EX houve normalizacéo dos niveis de expreds@NAmM do NCX1, em relacdo
aos animais SHAM. Lu e cols. (2002) observaram quexercicio foi capaz de
normalizar a expressdo do RNAmM de SERCA2 e do NE@KIL cdes que foram
submetidos a um protocolo de corrida durante 4 sasjaem relagdo aos animais
sedentarios (controle).

Em um estudo com camundongos que apresentavamici@saia cardiaca
induzida pela hiperatividade simpatica foi obseovagie os niveis de RNAmM de
SERCA2a se elevaram, enquanto os niveis do NCXanforestaurados, em
comparacao aos animais sedentérios, ap0s 8 sedmam@inamento em esteira (Rolim
e cols., 2007). Em outro trabalho utilizando o mesnodelo de insuficiéncia, Medeiros
e cols. (2008) observaram aumento na expressadccBR&A2a, com um protocolo de
natacdo de mesma intensidade e duracgao.

Outros trabalhos também relataram o aumento naegs@o da SERCAZ2.
Buttrick e cols. (1994) reportaram aumento dos isidessa proteina no coracdo de
animais submetidos a um protocolo de 6 semanaatdedo e normalizacdo dos niveis
em relacdo aos sedentéarios, em animais com higé@desnovascular. Em outro estudo,
o treinamento em esteira também promoveu o aumemtsuiveis de expressao desta

proteina (Tate e cols., 1996).
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Wisloff e colaboradores (2001) utilizando dois puoutlos de exercicio em
esteira com duracdo de 4 e 13 semanas mostraran tj@mamento foi capaz de
induzir a melhora na funcao contratil de cardionta®; com aumento na expressao da
SERCAZ2. Bupha-Intr e cols. (2009) observaram quedesemanas de treinamento em
esteira com ratas ovariectomizadas, houve norngéalz@a atividade da SERCA2 no
coracdo em relacdo ao grupo SHAM. Em outro trabaliizando um protocolo de
esteira de 12 semanas, também foi relatado aunmesgoniveis de expressao da
SERCA2 no coracéo dos animais exercitados (Jiatse 2009).

Sabe-se que a hipertensdo arterial leva ao comgimemo da funcéo cardiaca
(Mostarda e cols., 2011; Shah e cols., 2011), dedd aumento do conteudo de
colageno e células inflamatorias no tecido cardiatisfuncdo ventricular e do
barorreflexo, dentre outras alteragcbes. O aumeosoniveis de RNAmM de NCX1 no
grupo 2R1C SED em comparac¢do a reducdo nos nige®RNAm da SERCA2a pode
representar um mecanismo compensatorio na reti@dalcio do citoplasma.

Em nosso estudo observamos que o treinamento eaoadumentou 0s niveis
de RNAmM da SERCAa tanto em animais SHAM quanto &hQ Em contrapartida,
em animais 2R1C EX, ocorreu a normalizacdo nosisiige NCX1. Diante disso,
podemos considerar que o treinamento favorece aptaagdo do calcio pelo reticulo
sarcoplasmaético, prevenindo a saida deste ionéatdry sarcolema, a qual poderia levar
a um desequilibrio no potencial de acéo da célula.

No presente trabalho, houve aumento nos niveisxgeessdo de RNAm da
fosfolamban, em animais exercitados. Alguns estwthoditeratura (Collins e cols.,
2005; Sugizaki e cols., 2011) mostram que 0 exierpiomove normalizacdo/ aumento
nos niveis de expressao e atividade dessa protdéma,de promover aumento em suas
formas fosforiladas. Wisloff e cols. (2001) deteamta aumento na expressao de
fosfolamban em coracbes de ratos submetidos a 4senfinas de treinamento em
esteira, 2 horas por dia, durante 5 dias por semana

Medeiros e cols. (2008) relataram aumento na filafdio da fosfolamban no
residuo de S&tem camundongos submetidos a um protocolo de @st@in duracdo de
8 semanas, que apresentavam insuficiéncia cardial&zida pela hiperatividade
simpética. Nesse mesmo trabalho, ndo houve difaraacfosforilacdo no residuo de
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Thr’. J& Rolim e cols. (2007), utilizando o mesmo oo de treinamento,
observaram aumentos significativos na fosforilagé®residuos de S&e Thr".

Nossos dados do presente estudo sugerem que osisneas envolvidos na
melhora da fungéo ventricular incluem a prevengdarmbrmalidades relacionadas com
a regulacdo do G§ pela alteracdo na expressdo das proteinas ligadiasracdo e
recaptacdo deste ion no reticulo sarcoplasméticwlaAndo se sabe de que forma o
exercicio pode interferir nas vias celulares endaly nessa resposta, porém, acredita-se
que haja uma relacdo entre o sistema renina-angiote e esses mecanismos. Mais
investigacdes devem ser feitas, a fim de elucidaas vias e possiveis respostas do

coracao ao treinamento aerdbico em animais conmtlipE&io renovascular.
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6.0. CONCLUSOES

Em sintese, os resultados do presente estudo naostra

O treinamento em natacdo promoveu a reducdo nassnpasais de pressdo

arterial e frequéncia cardiaca em animais com tepséo renovascular.

O treinamento aerdbico promoveu a adaptagdo oxaldth musculo esquelético

de ratos SHAM, conforme avaliacdo da atividaderdanea citrato sintase.

O exercicio fisico promoveu hipertrofia cardiacatdaem animais SHAM

guanto em animais 2R1C.

Os animais 2R1C SED apresentaram maiores niveiexgessao do BNP.
Entretanto, o exercicio promoveu a reducao sigtifia destes niveis neste
grupo.

Os niveis de RNAm de SERCA2a e fosfolamban se apt@am
significativamente maiores no grupo 2R1C EX, emag&b aos animais 2R1C
SED.

A expressdo de RNAmM do NCX1 foi maior no grupo 2RIED, enquanto que

no grupo 2R1C EX houve reducéo significativa des$esis, tanto em relacao
aos animais SHAM (SED e EX), quanto aos 2R1C SED.
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