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RESUMO

QUINTAO JUNIOR, Judson Fonseca, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
marco de 2012. Caracteristicas das sparks espontaneas de Ca’" em
cardiomidcitos de ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao
treinamento e ao destreinamento fisico. Orientador: Thales Nicolau Primola
Gomes. Coorientadores: Antonio José Natali e Leonardo Bonato Felix.

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do treinamento e do
destreinamento fisicos sobre as caracteristicas das sparks espontaneas de Ca?*, em
cardiomidcitos de ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Ratos SHR e Wistar
normotensos com 16 semanas de idade, peso inicial de 357,5t4,0g (SHR) e
385,2+6,69 (Wistar), foram separados aleatoriamente em 8 grupos: hipertenso
sedentario (HS); hipertenso treinado (HT); normotenso sedentario (NS);
normotenso treinado (NT); hipertenso sedentario por 12 semanas (HSD);
hipertenso destreinado (HD); normotenso sedentario por 12 semanas (NSD);
normotenso destreinado (ND). Os animais dos grupos (HT, NT, HD e ND) foram
submetidos a um programa de treinamento de corrida, 5 dias por semana, 1h por
dia, numa intensidade de 60-70% da velocidade méaxima de corrida, durante 8
semanas. Os animais dos grupos HD e ND permaneceram sem exercicios fisicos
por 4 semanas apds a 82 semana de treinamento. Apds a eutanasia, cardiomiocitos
das regides do sub epicéardio (EPI) e do sub endocardio (END) do ventriculo
esquerdo e do ventriculo direito (VD) foram isolados por dispersdo enzimatica. As
medidas das sparks foram feitas por meio de um microscépio confocal. As
analises da amplitude, frequéncia, FWHM, FDHM, Tyico, Imax € T das sparks foram
feitas por meio do programa SparkMaster. Para as andlises estatisticas foram
usados os testes Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis e ANOVA
two-way com teste post-hoc de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de até
5%. Os resultados mostraram que a hipertensdo aumentou a frequéncia e reduziu a
amplitude, a FWHM, a FDHM nas regides EPI e VD, a largura e duracgéo total nos
cardiomidcitos EPI e do VD, 0 Tpic, Nas células EPI e nas do VD, a lnax € a T das
sparks nas células EPI e do VD no grupo HS (p<0,05). A hipertensdo reduziu a
frequéncia das sparks nas células EPI e do VD e aumentou a frequéncia nas
células END. A hipertensdo também aumentou a amplitude, a FWHM, a FDHM,
a largura e duracdo total, 0 Tpico, & Imax € a T das sparks no grupo HSD (p<0,05). O

treinamento fisico reduziu a frequéncia das sparks nas células END e EPI dos
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ratos normotensos (p<0,05) e o destreinamento reverteu estas alteragdes (p<0,05).
O treinamento fisico reduziu a frequéncia das sparks nas células END e do VD
dos ratos hipertensos (p<0,05) e o destreinamento ndo reverteu estas alteracdes
(p<0,05). O treinamento fisico aumentou a amplitude das sparks nas células END
e do VD e reduziu nos cardiomidcitos EPI dos ratos normotensos e hipertensos
(p<0,05) e o destreinamento n&do reverteu estas adaptagdes (p<0,05). O
treinamento fisico aumentou a FWHM, a FDHM, a largura e duracdo total, 0 Tpico,
a 1t ¢ reduziu a lna, NOS cardiomiocitos dos ratos normotensos (p<0,05). O
destreinamento ndo reverteu as alteragcdes promovidas pelo treinamento fisico na
FWHM e na FDHM das células END e do VD, na largura total nas células END e
do VD, na duracéo total nas células END, no Tyic, nas células END e no VD, na
Imax € na T dos ratos normotensos (p<0,05). O treinamento fisico aumentou a
FWHM, a FDHM, a largura e duracdo total, 0 Tpico, @ Imax € a T nas células END e
do VD, e reduziu a Inx nas células EPI dos ratos hipertensos (p<0,05). O
destreinamento nao reverteu as alteracdes promovidas pelo treinamento fisico na
FWHM e FDHM nas células END e EPI, na largura e duragéo total e no Tpico Nas
células END e EPI, na Inax nas células END e do VD e na 1 dos ratos hipertensos
(p<0,05). Em relacdo as diferencas regionais, cardiomiocitos END apresentaram
maior frequéncia das sparks (grupos HS, HSD e HD), amplitude (grupos NT e
HT), largura e duracdo (grupo HT) e Imax (grupos NS, NT e HT), em relacdo aos
EPI do ventriculo esquerdo (p<0,05). Contréario a isto, observaram-se valores
menores para a amplitude (grupos NS, NSD, ND, HSD e HD), a largura total
(grupos NS, NT e NSD), a FDHM (grupos NS e NT), a duracdo total das sparks
(grupos NS, NT e HT), 0 Tpico (grupos NS e HSD), a  (grupos NS, NT e HSD) e a
Imax (grupos NSD, ND, HSD e HD) nas células END, em relacdo as EPI. Conclui-
se que: a) o treinamento fisico atenuou os efeitos deletérios da hipertensdo sobre
as caracteristicas das sparks espontaneas de Ca®* nos ratos SHR; b) o
destreinamento por 4 semanas ndo reverteu todos os efeitos promovidos pelo
treinamento fisico nas caracteristicas das sparks espontaneas de Ca** e c) as
caracteristicas das sparks espontaneas de Ca** acontecem de forma distinta entre

as células das regides END e EPI do ventriculo esquerdo.



ABSTRACT

QUINTAO JUNIOR, Judson Fonseca, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
March, 2012. Characteristics of spontaneous Ca’* sparks in cardiomyocytes
from spontaneously hypertensive rats submitted to exercise training and
detraining. Adviser: Thales Nicolau Primola Gomes. Co-advisers: Anténio José
Natali and Leonardo Bonato Felix.

The aim of this study was to investigate the effects of exercise training and
detraining on the characteristics of spontaneous Ca?* sparks in cardiomyocytes of
spontaneously hypertensive rats (SHR). Sixteen-week old SHR and normotensive
Wistar rats with initial weight of 357,5+4,0g (SHR) and of 385,2+6,6g (Wistar),
were randomly divided into 8 groups: hypertensive sedentary (HS); trained
hypertensive (HT); normotensive sedentary (NS); trained normotensive (NT);
hypertensive sedentary for 12 weeks (HSD); untrained hypertensive (HD);
normotensive sedentary for 12 weeks (NSD); untrained hypertensive (ND). The
animals from TH, NT, HD and ND groups were subjected to a running training
program, 5 days/wk, 1h/day, 60-70% of running maximal velocity, for 8
weeks. The animals from HD and ND groups remained without exercise for 4
weeks after the training program. After euthanasia, cardiomyocytes from the sub
epicardial (EPI) and sub endocardial (END) regions of the left ventricle and from
the right ventricle were isolated by enzymatic dispersion. Calcium sparks were
measured by means of a confocal microscope. The amplitude, frequency, FWHM,
FDHM, Tpico, Imax © T of the calcium sparks were analyzed by using the
SparkMaster software. Data were analyzing using Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-
Wilk test and Kruskal-Wallis tests and two-way ANOVA followed by the
post hoc Tukey test. The results demonstrated that hypertension increased the
frequency and reduced the amplitude, FWHM and FDHM in myocytes from EPI
and VD regions, total width and duration in myocytes from EPI and VD regions,
Tpeak in cells from EPI and VD regions, Imax and t in cells from EPI and VD
regions of sparksin HS group animals (p<0,05). Hypertension reduced the
frequency of sparks in cells from EPland VD regions and increased the
frequency in cells from END region. Hypertension also increased the
amplitude, FWHM, FDHM, total width and duration, Tpeak, Imax @nd t of sparks in
cells from HSD group (p<0,05). Exercise training reduced the frequency

of sparks in END and EPI cardiomyocytes from normotensive rats (p <0.05) and



detraining reversed these changes (p <0.05). Exercise training reduced the
frequency of sparksin cells from END region and VD of hypertensive
rats (p <0.05) and detraining did not reversed these changes (p <0.05). Exercise
training increased the amplitude of sparks in cells from END region and VD and
reduced it in EPI cells from normotensive and hypertensive rats (p <0.05) and
detraining did not reversed these changes (p <0.05). Exercise training increased
the FWHM, FDHM, total width  and duration, Tpea, Tand  reduced
Imax in cardiomyocytes  from normotensive rats (p <0.05). Detraining did not
reversed the changes caused by exercise training in FWHM and FDHM of cells
from END region and VD, total width in cells from END region and VD, total
duration in cells from END region, Tpeax in cells from END region and VD, Inax
and 1 In cardiomyocytes from normotensive rats (p <0.05). The exercise
training increased FWHM, FDHM, total width and duration, Tpeak, Imax and
incells from END region and VD, and reduced Imain cells from EPI
region of hypertensive rats (p <0.05). Detraining did not reversed the changes
caused by exercise training in FWHM and FDHM in END and EPI cells, total
width and duration, Tpeax in END and EPI cells, Inax in regions END and VD cells
and t of hypertensive rats (p <0.05). Regarding regional differences, END
cellshad a  greater frequency (groups HS, HSD and HD), amplitude
(groups NT and HT), total width and duration (HT) and Imax (group NS, NT and
HT) of sparks compared to EPI cells from left ventricle (p <0.05). In contrast,
END cells showed lower amplitude (groups NS, NSD, ND,HD, and HSD), total
width and duration (group NS, NT and NSD) and FDHM (groups NS and
NT) (group NS, NT and HT), Tpeak (groups NS and HSD), t(group NS, NT,
and HSD) and Iyax (groups NSD, ND, HSD and HD) of sparks as compared to
EPI cells. It was concluded that: a) exercise training modified the characteristics
of spontaneous Ca?* sparks in normotensive rats and attenuated the deleterious
effects of hypertension onthese characteristic in SHR; b) detraining for 4
weeks did not reverse all the effects caused by exercise trainingin the
characteristics of spontaneous Ca** sparks; and c) the characteristics
of spontaneous Ca®* sparks occur distinctly between left ventricular END and EPI

cells.
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1- INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) é uma condigdo clinica
multifatorial caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial. A
HAS associa-se frequentemente com o aumento da incidéncia de patologias como
doencas coronarianas, insuficiéncia cardiaca e renal e acidente vascular cerebral,
sendo registrados aproximadamente 5 milhGes de mortes por ano devido a alguma
destas doencas (Pescatello et al. 2004, Wrobel et al. 2011, Roditi et al. 2011).

A instalacdo do processo hipertensivo caracteriza-se por disfungbes no
miocardio por causa das adaptacdes sofridas pelo coracdo em resposta a
sobrecarga de pressdo. Essas adaptacGes patoldgicas do coracdo, em funcdo da
sobrecarga de pressdo, trazem como consequéncia modificagcdes estruturais
levando & insuficiéncia cardiaca (Weber 2001; Matsubara et al., 2006). A
sobrecarga crénica de pressdo imposta sobre o musculo cardiaco no processo
hipertensivo provoca um aumento do estresse sobre a parede ventricular esquerda.
Tal estresse gera um aumento na espessura do ventriculo, uma reducdo na camara
cardiaca e no volume diastélico final, caracterizando um tipo de hipertrofia
denominada “hipertrofia concéntrica” (Pawlush 1993; McMullen & Jennings,
2007). Com o processo hipertensivo hd um aumento desproporcional na matriz
extracelular de colageno, levando a disfungdes no musculo cardiaco, em
consequéncia da diminuicdo da complacéncia ventricular. Além destas
modificagcbes estruturais no coragdo, observa-se também um crescimento
desproporcional na densidade dos vasos, ocasionando uma diminuicdo da reserva
coronariana, gerando uma deficiéncia na captacdo de oxigénio e nutrientes pelos
cardiomidcitos (Weber 2001; Gonzales et al., 2002; Matsubara et al., 2006).

No nivel celular, ocorrem alteracdes no acoplamento excitagdo-contracdo
(AEC) em resposta ao processo hipertensivo (Bers, 2002a; Kemi et al. 2008). O
AEC envolve o processo que vai da excitacdo elétrica dos cardiomidcitos até a

contracéo, sendo o calcio (Ca’*) fundamental neste processo.

No AEC, com a despolarizacdo do sarcolema ap6s o potencial de acéo
cardiaco (PA), acontece o influxo de Ca®* para o interior do cardiomicito
(Fabiato 1975). Esse influxo ocorre em funcdo da abertura dos canais de Ca** do

tipo L dependentes de voltagem, sendo estes chamados de receptores de
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dihidropiridina (DHPR). Nos ratos, os DHPR séo os principais locais de entrada
de Ca®* na célula (Bers 2002a). Estes canais séo localizados principalmente nos
tubulos transversos (tubulos-T) da membrana plasmatica, voltados para o reticulo
sarcoplasmatico (RS) (Scriven 2000). O influxo de Ca*" nestes canais gera uma
corrente de entrada de Ca®" (lca), provocando um aumento do Ca®* no citosol que
ser4 responsavel pela liberacdo de mais Ca’* pelo RS. A liberacio de Ca?* pelo
RS acontece pela abertura de canais chamados de receptores de rianodina (RyR)
(apud Cannell 2011). O espaco existente entre a membrana plasmatica e a
membrana do RS é denominado subespaco, sendo que esse arranjo estrutural
favorece a formagdo de microdominios de Ca®*, facilitando desta forma a ligacéo
localizada do Ca** aos receptores alvos (Cheng & Lederer 2008, Berridge 2006).
A organizacdo espacial do Ca®* em microdominios é uma forma de aumentar a
versatilidade do sistema de sinalizacdo celular, permitindo a regulacdo de
diferentes processos dentro de regides localizadas da célula (Berridge 2006). O
subespaco também € visto na membrana do RS e € nesse local que é encontrada a
unidade liberadora de Ca**, os RyRs, representada pelos canais do tipo 2 (RyR2)
nas células cardiacas. A estrutura formada pelos canais do tipo L, o subespaco e
0s RyR2s formam o complexo estrutural e funcional do AEC chamado de couplon

(Franzini-Armstrong et al. 1999).

A entrada do Ca®* pelos canais do tipo L faz aumentar a concentragéo de
calcio ([Ca?']i) no subespaco. Quando a concentracdo de [Ca®*]; atinge o limiar
de 10® e 10'M ativa os RyR2s para liberar o Ca** do RS, sendo que a ativacio
méxima ocorre entre 10° e 10° M (Meissner 2002). Esse processo é conhecido
como liberacéo do Ca?* induzida por Ca®* (Fabiato e Fabiato 1978; Fabiato 1983).
Neste processo, o Ca** se ligaré a dois locais especificos no RyR2, um de baixa
afinidade, onde se ligara rapidamente ativando o canal e, outro, de alta afinidade
no qual se ligard mais lentamente desativando o canal (Bers 2002b). Em um
couplon existem uma margem de 10-25 DHPR / 100 RyR2, sendo que
aproximadamente 6-20 RyR2s sdo abertos em cada couplon (Bers 2002a; 2008).
A ativagdo dos RyR2s provoca aumentos transitérios na concentracao
citoplasmatica de Ca?*, variando desde eventos mais discretos como as sparks de
Ca* | até eventos menos discretos como o transiente intracelular global de Ca**

(transiente de [Ca®*']i). A liberagéo de Ca®" pelos RyR2s durante o transiente de



[Ca?*]; ativara os filamentos contréteis provocando a contragdo celular (Cheng &
Lederer 2008; Bers 2002a).

As sparks de Ca** foram descritas pela primeira vez por Cheng et al.
(1993), e sdo definidas como eventos elementares de liberacdo de Ca** em uma
(nica unidade liberadora. A unidade liberadora de Ca®* é formada pelo conjunto
de RyR2 no RS. (Guatimosim et al., 2002, Cheng 2008). Normalmente, as sparks
de Ca** sao medidas por meio de corantes fluorescentes sensiveis ao Ca’* e
observadas em um microscopio confocal de varredura a laser, produzindo
imagens contendo informacdes espaciais em uma dimensao temporal, onde o Ca**
citosolico livre é representado por diferentes intensidades de pixel (Picth et al.
2007).

Os RyR2s que formam a unidade liberadora de Ca®* s&o macromoléculas
de sinalizacdo complexas e de estrutura tetramera. Em cada unidade estrutural dos
RyR2s sdo encontradas proteinas ligadas no lado citoplasmatico que regulam seu
funcionamento. Estas proteinas sdo: a proteina de ligacdo FK506, 12.6
(FKBP12.6), proteina cinase A (PKA), proteina cinase A de ancoragem (mAKAP),
proteina fosfatase 1 (PP1) e proteina fosfatase 2A (PP2A). Os RyR2s sdo
fosforilados pelas proteinas PKA, PKC e proteina cinase Il dependente da via
Ca®*/calmodulina (CaMKII) (Marks 2001). A fosforilacdo dos RyR2s pela PKA
aumenta a sensibilidade dos RyR2 ao Ca?*, aumentando desta forma a sua
atividade. Alguns estudos mostraram que a CaMKII também pode fosforilar os
RyR2s, embora haja controvérsias no que diz respeito a ativacdo ou inibicdo dos
RyR2s pela acdo da CaMKII (Witcher et al., 1991; Takasago et al., 1991; Hain et
al., 1995; Lokuta et al., 1995; Marks 2001). A proteina FKBP12.6 se liga a quatro
mondmeros de RyR2 estabilizando o canal. A deficiéncia nesta proteina esta
associada com o vazamento de Ca** do RS, podendo levar & arritmias (Lehnart et
al. 2006). Outra proteina envolvida na regulacdo da liberagdo de Ca®* pelos
RyR2s é a calsequestrina (CASQ2). A CASQ2 é uma proteina de ligacdo ao Ca**
no RS que interage com os RyR2s regulando a sensibilidade dos RyR2s ao Ca*".
Com a deficiéncia de CASQ?2 é observado o aumento na sensibilidade dos RyR2s
ao Ca”* e, consequentemente, 0 aumento da frequéncia de liberacéo de Ca’* do RS

em baixas concentracdes de Ca®* citosélico (Qin et al., 2008; Stevens et al., 2009).



Os RyR2s estdo dispostos no RS em grupos (clusters de RyR2). Os
clusters sdo formados por agrupamentos de RyR2s, sendo que cada cluster
contem entre 10 e 300 RyR2s (Guatimosim et al., 2002). Estudos utilizando
analises de imagem e tomografias sugerem que uma spark representa a abertura
de aproximadamente 15-18 RyR2 e de aproximadamente um cluster de RyR2 por
um?® , em um couplon no tabulo-T. As sparks de Ca®* resultantes de um couplon
periférico (fora do tObulo-T) representam a abertura de aproximadamente 14
RyR2s (Cannell & Kong 2011).

Gradientes macroscopicos de concentracio de Ca®* livre sdo encontrados
através da superficie celular e organelas intracelulares. A concentracdo de Ca?*
citosolica é mantida em torno de 100 nM por meio de mecanismos que garantem
a homeostase intracelular de Ca*, como o trocador sédio-calcio (NCX), a Ca*
ATPase do RS (SERCAZ2a) e por moléculas responsaveis pelo tamponamento do
Ca®* no citosol da célula. A baixa concentracdo de [Ca*]; no citosol da célula em
repouso evita a toxicidade e apoptose celular (Bers 2002a; Cheng & Lederer
2008).

No momento da diastole cardiaca ocorre a dissociacéo do Ca?* dos sitios
de ligagdo com a troponina C e a remocgdo do Ca** do citoplasma da célula,
promovendo o relaxamento celular. O processo de remocdo do Ca** envolve
quatro mecanismos: 1) captacdo do Ca?* para o RS através da SERCAZ2a; 2)
remogdo do Ca** do citoplasma para fora da célula via Ca?* ATPase do sarcolema;
3) remocdo do Ca®" para fora da célula via NCX e 4) captacdo do Ca*" pela
mitocondria (Bers 2002a). Em cardiomiocitos de ratos o mecanismo mais
importante para remogéo do Ca”* do citoplasma é a captacdo do Ca®* através da
SERCAZ2a, correspondendo por aproximadamente 92% da recaptacdo total
(Bassani 1994). Apenas 5-8% sdo removidos para fora da célula através da
ATPase do sarcolema e do NCX (Bers 2008). Em cardiomidcitos de coelho, ces,
gatos e no ventriculo de humanos esta relacdo é de aproximadamente 70% pela
SERCAZ2a e de 25-28% pela ATPase do sarcolema e NCX (Bers 2008). Na
insuficiéncia cardiaca esse balango pode modificar-se para aproximadamente 50-
50%, sendo observada uma perda na atividade da SERCA2a e um aumento da
extrusdo de Ca?* via NCX (Pogwizd 2001; Piacentino 2003).



Com relacdo & SERCAZ2a, sua atividade é regulada principalmente pelo
inibidor enddégeno fosfolamban (PLB). Quando a PLB é fosforilada, ela € liberada
da SERCAZ2a, sessando assim a inibicdo e, consequentemente, aumentando a
atividade de ATPase e captacdo do Ca®* para 0 RS (Bers 2002a). O mecanismo de
regulacdo via PLB envolve a fosforilacdo do residuo de serina 16 (Ser-16) pela
PKA, por uma via dependente de AMP ciclico e a fosforilacdo de um residuo de
treonina (Thr-17) pela proteina cinase IlI, ativada pela via da calmodulina
(Kirchberger 1974; Mattiazzi et al., 2005).

Na fase diastélica do AEC é possivel encontrar eventos de liberagdo
espontanea de Ca**. Estes eventos de liberacdo espontanea de Ca®* sdo chamados
“sparks spontaneas de Ca?"™”. As sparks espontineas de Ca*" sdo liberacbes
espontaneas provenientes da abertura dos RyR2s quando a célula esta em repouso.
Uma spark espontanea ocupa uma area de aproximadamente 2,0 um de diametro e
um volume de 8 fl (Cheng & Lederer 2008). Em uma alta concentracdo de Ca**
ex6geno, os eventos locais de Ca?* correspondentes a uma spark s&o chamados
picos de Ca?", que se estendem por 0,6 um num tempo de duracdo de
aproximadamente 8 ms (Cheng & Lederer 2008). Os picos de Ca®* sdo utilizados
para visualizar o fluxo de liberacdo de Ca®* durante as sparks espontaneas de Ca**
em células do musculo cardiaco (Cheng et al., 1999). Para que ocorram as sparks
espontaneas de Ca®* ndo é necessaria a entrada de Ca®* no midcito através dos
canais de Ca®* do tipo L ou por outros caminhos através da membrana plasmatica.
Alguns estudos mostram que no potencial de repouso de -80 mV, mesmo com a
retirada total do Ca®* extracelular ainda assim s&o encontradas sparks espontaneas
de Ca** (Cheng 1993; Cannell 1994). A abertura dos RyR2s para ocorrerem estes
eventos espontaneos dependem da concentracdo de Ca®** no citosol e da
concentracdo de Ca®* no limen do RS ([Ca®*]rs). No que se refere & [Ca*']rs,
alguns estudos apontam um papel critico do contetido de Ca** no RS na regulacio
dos RyR2 e na sinalizacéo do Ca®* no AEC. A queda da concentragdo de [Ca**]rs
promove o fechamento dos RyR2, promovendo o encerramento das sparks
espontaneas de Ca’>*. Em contrapartida, um aumento excessivo na [Ca®']rs
promove um aumento na sensibilidade dos RyR2, aumentando a frequéncia de
sparks espontaneas (Cheng 1996; Santana 1997; Gyorke 1998). Estudos usando

estimuladores e inibidores dos RyR2, como a cafeina e tetracaina, mostraram que



0 aumento da frequéncia de sparks de Ca** leva a um aumento no efluxo de Ca**
do RS, ocasionando o esgotamento do Ca** no RS e, como resultado, uma reducéo
na frequéncia de sparks. Estudos apontam que o aumento na frequéncia de sparks
espontaneas de Ca®* proveniente do aumento da [Ca*']rs estd associado ao
aparecimento de ondas de Ca”*, sendo que esta sobrecarga de Ca?* no RS pode se
relacionar a problemas cardiacos, como arritmias (Cheng 1993; 1996).

As sparks espontaneas de Ca** provenientes de uma unidade liberadora
encontram-se em regides especificas, proximas dos locais onde foram liberadas.
As sparks espontaneas de Ca®* apresentam-se centralizadas nos tdbulos-T, no
disco Z de um sarcomero. Nesta regido, as unidades liberadoras estdo localizadas
em um plano perpendicular ao eixo longitudinal da célula e apresentam-se
dispostas uma da outra numa distancia de 0,7 um em cardiomidcitos de ratos
(Franzini-Armstrong et al., 1999; Soeller et al., 2007). Existem cerca de 2 a 5
unidades liberadoras préximas ao volume de uma spark (8 fl). Contudo, estas
unidades liberadoras ndo sdo ativadas pelas sparks espontaneas de Ca*, exceto
quando acontece uma sobrecarga de Ca?*, fazendo com que as unidades
liberadoras nas proximidades sejam ativadas e comecem a liberar mais sparks de
Ca®*. Estas liberacdes mdltiplas e sincronizadas de sparks de Ca®** sdo
denominadas ‘“sparks compostos”. Os sparks compostos podem levar a uma
propagacdo sincronizada de sparks, evoluindo para uma onda de Ca®*. Os fatores
para que aconteca esta propagacdo de sparks compostos incluem uma maior
concentracdo de [Ca®"] extracelular ou no RS bem como uma maior frequéncia,

amplitude e duracéo das sparks espontaneas de Ca** (Cheng & Lederer 2008).

A maioria dos estudos que analisam o AEC em cardiomidcitos ndo fazem
a distincdo entre as diferencas regionais do ventriculo esquerdo. Contudo, os
mecanismos envolvidos no processo de AEC, bem como as sparks de Ca*,
podem variar entre as regides do subendocardio (End) e do subepicardio (Epi) do
ventriculo. Nesse sentido, Dilly et al. (2006) investigaram as diferencas regionais
em alguns mecanismos do AEC. Os autores observaram uma maior frequéncia das
sparks espontaneas de Ca®* nos cardiomidcitos ventriculares de camundongos da
regido End em comparacdo a regido Epi, sendo encontrados também uma
expressao dos RyR2s quase 3 vezes maior nos cardiomiocitos da regido End em

comparagdo a regido Epi. Em relacdo a estas diferengas, foi demonstrado que a
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regido End tem um maior transiente de [Ca’*]i em comparacdo a regifo Epi
(Figueredo et al 1993; Fowler et al 2005, Dilly et al., 2006). Isso se da em funcéo
de alguns mecanismos como: 1) um PA mais prolongado nas células da regido
End em comparagdo & Epi, permitindo com isso um maior influxo de Ca®" e,
consequentemente, um maior transiente de [Ca?*]i (Mcintosh et al. 2000); 2)
diferencas regionais nos DHPR, sendo maior a expressdo na regido End em
comparacéo a regido Epi (Wang & Cohen, 2003); 3) da SERCAZ2a, sendo menor a
expressao na regido End em comparacao a regido Epi (Laurita et al., 2003); 4) do
NCX, sendo maior a expresséo e funcdo na regido Epi em comparacdo a regido
End em cardiomidcitos de cdes e camundongos (Xiong et al., 2005; Dilly et al.,
2006), 5) e do RyR2, sendo maior a expressao na regido End em comparacdo a

regido Epi em cardiomidcitos de camundongos (Dilly et al., 2006).

Algumas doencas, como a HAS, podem alterar 0S mecanismos
envolvidos no processo de AEC. O estresse imposto pela HAS crbnica promove
adaptacGes patologicas no masculo cardiaco, principalmente no ventriculo
esquerdo (VE). Essas adaptacdes sdo uma resposta do musculo cardiaco saudavel
a sobrecarga de trabalho e estdo associadas com o aparecimento de disfunc@es na
sinalizacdo do Ca**, como a reducéo na atividade e expressio da SERCA2a (Dash
et al., 2001, Bers, 2002a), 0 aumento na expressdo e atividade dos NCX, (Sipido
et al., 2002; Xiong et al., 2005), o prolongamento no PA (Kaab et al., 1998
Wickenden et al., 1999 ; Lacombe et al., 2007), o aumento na distancia entre o RS
e 0s tubulos-T (Song et al., 2006) e o aumento da frequéncia de liberacdo das
sparks espontaneas de Ca** do RS (Marks et al., 2002).

Nos estdgios iniciais da HAS observa-se um aumento do fluxo de
liberacdo de Ca?* e um aumento da contratilidade celular para compensar o
aumento da sobrecarga de pressdo e manter o débito cardiaco. Esse processo
ocorre principalmente em fungdo do aumento da atividade dos RyR2s (Chen-lzu
et al., 2007). Em estagios mais avancados, hd uma diminuicdo na atividade da
SERCAZ2a, acompanhado de um aumento na atividade dos NCX, provocando uma
maior saida de Ca*" dos cardiomidcitos, o que reduz o contetido de Ca®* do RS.
Isso contribui para que o transiente de [Ca®*]; seja menor e mais lento, gerando
uma maior concentracdo de Ca?* citosélico durante a diastole (Bers, 2002a; Kemi
et al., 2008). O organismo exposto a um longo periodo de hipertenséo sustentada
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gera uma hipertrofia cardiaca patoldégica que poderd evoluir para uma
insuficiéncia cardiaca (Bing et al., 2002). Desta forma vérios estudos tém relatado
disfungdes no AEC com a instalacdo da insuficiéncia cardiaca. A insuficiéncia
cardiaca é um estado croénico em que as perturbacdes no ciclo do Ca®* ocorrem
simultdneas a deterioracdo da funcdo cardiaca e ao aumento da arritmogénese
(Houser et al., 2000; Wasserstrom et al., 2009). Algumas disfuncbes tém sido
relatadas no AEC com a instalacdo da insuficiéncia cardiaca, como a diminuicao
na rede de tabulos-T, provocando um aumento na distancia entre os RyR2s e 0s
DHPR (Balijepalli, et al., 2003), disfuncdes na ativacdo dos RyR2, provocando
uma liberagdo desordenada de Ca** do RS (Song, et al., 2006) e a diminuicdo da
captacdo de Ca** pelo RS em funcéo da diminuicdo na atividade e expressdo da
SERCAZ2a (Hasenfuss, 1998; Dash et al., 2001).

Com o objetivo de investigar as mudancas no ciclo intracelular do Ca*
em resposta a hipertensao, Kapur et al. (2010) estudaram ratos SHR, divididos em
quatro faixas etérias (6, 7, 9 e 22 meses). Os autores compararam, em relacdo aos
controles normotensos, as mudancas no ciclo do Ca** em funcéo da progressao da
doenca. Como resultados eles encontraram um efeito inotropico positivo
compensatério nos animais SHR de 7 e 9 meses, seguido de um aumento na
amplitude e no tempo de duragdo do transiente de [Ca®*]i nos animais SHR de 9
meses. Isto indicou para mudangas nos mecanismos de recaptagdo do Ca”* neste
perfodo da doenca. A duracdo do transiente de [Ca*]; foi ainda maior nos animais
SHR de 22 meses, apesar da diminuicio da amplitude do transiente de [Ca®]i nos
animais desta idade. Os autores observaram também um aumento na incidéncia de
sparks espontaneas de Ca®* nos cardiomiécitos dos animais SHR, comparados aos
controles em todas as idades, sugerindo uma maior probabilidade de surgimento

de arritmias, antes mesmo da instauracdo da insuficiéncia cardiaca.

As doencas cardiacas podem modificar as propriedades das sparks
espontaneas de Ca®* em funcdo de alteracdes em mecanismos que controlam a
sinalizacdo de Ca®" intracelular. Entre as principais mudancas podemos citar as
alteracdes encontradas nos RyR2s, as alteracbes na organizacdo espacial dos
clusters de RyR2, bem como as mudancas nas proteinas associadas aos RyR2s, as
alteracdes na sensibilidade dos RyR2s ao Ca®*, o aumento na concentracio de
Ca®* no RS, promovendo uma sobrecarga de Ca** no RS, e as modificagbes na
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duragéo e forma do PA (Cheng & Lederer 2008). Um dos principais problemas
relatados pela literatura no que diz respeito as sparks espontaneas de Ca”* em
patologias cardiacas é o surgimento de arritmias (Cheng & Lederer 2008). A
corrente arritmogénica também conhecida como corrente transitoria de influxo -
(I) representa flutuagOes espontaneas na corrente da membrana, gerando uma
propagacdo de alta concentracdo de [Ca?']; provenientes da liberacio espontanea
de Ca** do RS (Berlin et al. 1989). A Iy, pode ativar uma arritmia de duas
maneiras. A primeira ocorre através de um aumento precoce da Iy apds a
despolarizacdo da membrana em funcéo da interacdo entre as correntes de Ca?*
(Ica) despolarizante e a corrente repolarizante de potéssio (lk+). A segunda ocorre
em funcdo da producdo atrasada da It apds a despolarizacdo, por meio da geracéo
de sparks espontaneas de Ca?*, causando uma onda de Ca®*. Ambos os
mecanismos podem produzir atividade elétrica anormal e extra-sistoles (Cheng &
Lederer 2008).

Alguns estudos apontam que a propagacdo de ondas de Ca?*, capazes de
gerar um processo arritmogénico, acontece na presenca de sobrecarga na
concentracdo de [Ca®*]rs. Quando o RS torna-se sobrecarregado, ele fica instavel,
levando a uma maior sensibilizacdo dos RyR2 e uma maior liberacdo de sparks
espontaneas de Ca®* (Cheng et al., 1993; Cheng & Lederer 2008). Nesse sentido,
Fowler et al. (2005) investigaram os efeitos da hipertensdo sobre a sinalizacdo de
Ca®* em cardiomiécitos do VE das regides End e Epi de ratos SHR e Wistar-
Kyoto. Como resultados eles observaram que a hipertensdo induziu uma
hipertrofia patoldgica no coragdo dos ratos SHR. Foi medida também uma maior
amplitude do transiente de [Ca**];, bem como um maior contetido de Ca?* no RS,
nos cardiomiocitos da regido Epi em relagdo a reido End nos ratos SHR.
Entretanto ndo foram encontradas diferencas entre 0s grupos na regido End. O
tempo de decaimento do transiente de [Ca®*]i néo se alterou entre 0s grupos, jé o
tempo para o pico do transiente de [Ca?*]; foi menor nos cardiomiécitos da regido
Epi em comparacéo a regido End nos grupos, SHR e WKY, sendo também maior
na regido End dos SHR comparados a regido End dos WKY. Outro achado
importante foi que a regido Epi dos SHR possuem menor atividade do NCX.
Utilizando ratos SHR com insuficiéncia cardiaca instaurada, Song et al. (2006)

estudaram as mudancas nos mecanismos relacionados a liberacdo desordenada de



sparks de Ca?*. Os autores observaram uma reduc&o na amplitude do transiente de
[Ca?*]; e um atraso na liberacdo das sparks de Ca®*, gerando um aumento no
prolongamento do transiente de [Ca®]i e um decaimento mais lento. Tais
mudancas na sinalizacdo de Ca®* foram relacionadas com a reestruturacdo da
organizacdo espacial da célula, onde foram encontrados aumentos na distancia
entre os tabulos-T e 0 RS nos animais SHR com insuficiéncia cardiaca. Ward et
al. (2010) analisaram a sinalizagdo de Ca** em cardiomidcitos de ratos SHR. Foi
observado um aumento no pico do transiente de [Ca®']i e um tempo de
decaimento do transiente mais lento nos cardiomiécitos dos ratos SHR. Os autores
também encontraram uma reducdo na expressdao da SERCA2a e nos NCX,

juntamente com uma reducdo na rede dos tubulos-T nos ratos SHR.

Estes estudos evidenciam as causas e consequécias das alteracGes
moleculares e estruturais no cardiomiocito em funcdo da HAS. Estudos
epidemioldgicos prévios mostraram que a pratica de exercicios fisicos tem uma
correlacdo inversa com a mortalidade por doenca cardiaca, sendo indicada como
um tratamento anti-hipertensivo ndo farmacoldgico (Pescatello et al., 2004). No
nivel celular, os mecanismos responsaveis pela melhora da funcéo contréatil do
miocardio em resposta ao exercicio est&o relacionados com alteracdes na [Ca®']i e

na sensibilidade dos miofilamentos ao Ca**.

No que diz respeito & concentracdo de [Ca?'];, alguns estudos indicam
que o exercicio fisico regular pode promover um aumento no fluxo de Ca?*
durante a sistole nos cardiomidécitos, em funcdo de um melhor acoplamento entre
0s DHPR e RyR2 (Mokelke et al., 1997; Kemi et al., 2005; Kemi et al., 2008).
Além disso, observa-se uma reducdo da concentragdo de [Ca?']i na diastole em
funcdo do aumento da expressdo e atividade da SERCA2a e do nimero de NCX
na membrana plasmatica da célula (Wisloff et al. 2001; Wisloff et al. 2002;
MacDonnell et al., 2005).

Em relagdo a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?*, alguns estudos
apontam um aumento da sensibilidade em resposta ao treinamento fisico (Kemi et
al., 2004; Kemi et al., 2005; Diffe et al. 2001; Wisloff et al., 2001; Diffee &
Nagle, 2003b). Estes estudos observaram que o aumento da sensibilidade ao Ca**

induzida pelo treinamento pode estar relacionada a trés fatores. O primeiro séo as
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alteracBes na fosforilagdo nas isoformas das proteinas miosina de cadeia leve e
pesada, troponinas I, C e T (Diffe et al. 2001). Segundo, o aumento no pH celular
em funcdo da melhora no tamponamento (Wisloff et al., 2001). Terceiro,
aumento na relacdo tensdo/comprimento dos sarcomeros dos cardiomidcitos
(Diffe & Nagle 2003b).

No que diz respeito aos mecanismos de sinalizacdo do Ca®* no AEC,
estudos prévios indicaram que diferentes programas de treinamento fisico foram
eficientes em reverter as perdas na funcdo contratil cardiaca em cardiopatias
(Kemi & Wisloff, 2010; Bito et al., 2010). Em animais com infarto do miocardio,
foi observado que o treinamento fisico cronico de alta intensidade foi capaz de
melhorar a homeostase do Ca”*. Essas melhoras ocorreram em funcéo do aumento
do contedo de [Ca®']rs, da restauracdo da corrente do NCX (Incx), da
normalizacdo da duracdo do PA e da modulacdo da regulacdo da fosfolamban
(Zhang et al., 2000a, b, 2001). Neste sentido, o treinamento fisico de intensidade
moderada restaurou a contratilidade celular e aumentou a expressdo da SERCA2a
e do NCX (Wisloff et al., 2002) e reverteu as perdas provocadas pelo infarto do
miocéardio no transiente de [Ca®*]i em cardiomiécitos de ratos (Bito et al. 2010).
Resultados similares foram observados em cardiomidcitos de cdes (Lu, et al.,
2002). Em outro estudo, ratos com hipertenséo renal induzida foram treinados em
esteira rolante e comparados com animais hipertensos sedentarios (Palmer et al.,
2003). Embora nenhuma diferenca na amplitude do transiente de [Ca']; tenha
sido observada, houve um aumento no tempo para o pico do transiente de [Ca']; e
uma reduc&o no tempo para o decaimento do transiente de [Ca®'] intracelular nos
animais treinados (Palmer et al., 2003). Wisloff et al. (2002) demonstraram que
cardiomidcitos de ratos com infarto do miocardio, submetidos a um programa de
treinamento intervalado em esteira rolante, apresentaram reducdes no pico do
transiente de [Ca®'];. No entanto, o tempo para o pico do transiente de [Ca®]i e a
concentracdo de [Ca’'];, permaneceram inalterados em comparac&o aos animais
infartados e sedentérios. Bito et al. (2010) estudaram os efeitos do treinamento
fisico em cardiomidcitos de camundongos C57BL/6J, 8 semanas ap6s a inducéo
do infarto do miocardio. Os autores observaram que na fase diastolica ndo houve
diferencas no tempo para 50% para o declinio do transiente de [Ca®'];, havendo

um aumento na capacidade de remogéo do Ca®" pelos NCX nos animais infartados
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exercitados. Para verificar a perda diastdlica do Ca®* pelo RS, os autores
analisaram as sparks espontaneas de Ca** e observaram uma tendéncia para o
aumento da frequéncia das sparks nos grupos infartados sedentarios em relacéo
aos grupos treinados. Contudo, esta diferenca ndo foi significativa. Também néo
foram encontradas diferencas significativas nos parametros amplitude, tempo e
largura espacial das sparks. Shao et al. (2009) avaliaram o efeito do treinamento
fisico iniciado apds o aparecimento da diabetes no funcionamento do RyR2 nos
cardiomidcitos de ratos . Os autores observaram que a frequéncia das sparks
espontaneas de Ca’* aumentou trés vezes e a liberacdo de Ca®* durante a sistole
foi dessincronizada com a liberacdo de Ca?* durante a diastole nos animais
diabéticos sedentarios. Eles observaram também uma reducdo da amplitude, uma
diminuicdo na constante de tempo de decaimento e um aumento no tempo para
50% do decaimento das sparks espontaneas de Ca** nos animais sedentarios
diabéticos. Houve uma reducdo na sensibilidade ao Ca** nos RyR2s das células
nos animais diabéticos sedentarios. O treinamento fisico aumentou a amplitude
das sparks espontaneas nos ratos diabéticos, atenuou o aumento na frequéncia das
sparks espontaneas e minimizou a dessincronisacdo na liberacdo de Ca®*. O
exercicio fisico conseguiu normalizar a sensibilidade dos RyR2s ao Ca**. Um dos
mecanismos responsaveis pela sensibilidade dos RyR2 ao Ca®** é o nivel de
fosforilacdo dos RyR2s. Os autores encontraram aumentos nos niveis de

2808 e Ser2814

fosforilagdo em Ser induzido pelo diabetes, bem como uma reducao
na atividade da PKA e um aumento de 50% na atividade da CaMKII. O exercicio
fisico normalizou a resposta do RyR2 ao Ca®*, atenuou 0 aumento da fosforilagdo

2808 & 5er?1% hem como normalizou a atividade das

dos RyR2s ao nivel de Ser
proteinas PKA e CaMKII. Kemi et al. (2011) analisaram os efeitos do treinamento
fisico sobre a geracdo e propagacdo das ondas espontaneas de Ca?* durante a
didstole em cardiomidcitos de ratos com insuficiéncia cardiaca. Os autores
observaram uma maior frequéncia das ondas espontaneas de Ca** nos ratos com
insuficiéncia cardiaca. O treinamento fisico atenuou o aumento na frequéncia das

ondas espontaneas de Ca®* nos animais com insuficiéncia cardiaca.

Dado a importancia da sinalizacdo de Ca®* no processo de AEC e as

perdas ocorridas neste mecanismo em funcdo do processo hipertensivo sustentado,
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(Bers, 2002a; Kemi et al., 2008; Kapur et al., 2010) estudos que trazem uma

melhor compreenséo dos eventos de liberacdo de Ca”* tornam-se relevantes.

Como observado pelos estudos citados, o treinamento fisicos regular
provoca melhoras na funcdo cardiaca através de adaptacdes positivas sobre os
cardiomidcitos (Kemi et al 2008; Kemi & Wisloff 2010). Contudo, a interrupcéo
ou a reducéo significativa do treinamento produz um processo de reverséo parcial
ou até mesmo total destas adaptagdes, processo chamado de destreinamento fisico
(Mujika & Padilla, 2001). O destreinamento fisico leva a perdas das adaptacdes
do sistema cardiovascular adquiridas com o treinamento fisico, resultando em
diminuicdo da capacidade aerdbica. A diminuicdo do débito cardiaco maximo é o
principal mecanismo responsavel pela reducdo do VO,max (Evangelista et al.,
1999; Mujika & Padilla, 2001).

Kemi et al. (2004) em seu estudo com ratas normotensas, observaram que
o treinamento fisico por 10 semanas aumentou 0 VO,max 37% acima dos valores
iniciais e 26% acima dos valores do grupo sedentario. Contudo, duas semanas de
destreinamento reverteram os valores de VO;max Obtidos com o treinamento. No
nivel celular, o treinamento fisico aumentou o comprimento e a largura dos
cardiomidcitos, provocou hipertrofia em comparacdo aos animais sedentarios,
aumentou a contratilidade e o transiente de [Ca**];, diminuiu o tempo de contracio
e o tempo de relaxamento dos cardiomidcitos. Durante o destreinamento, a largura
celular regrediu completamente dentro de 2 semanas, enquanto o comprimento
permaneceu 5% aumentado apos 4 semanas de destreinamento. Apds 2 semanas
de destreinamento, o aumento na amplitude de contracdo dos cardiomidcitos em
resposta ao treinamento regrediu quase completamente, observando-se um
aumento do tempo para o relaxamento celular. O aumento da contratilidade
celular em resposta ao treinamento foi associado a uma maior sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca?* e as taxas de contracdo e relaxamento foram aumentadas,
com aumentos paralelos no transiente de [Ca*']i. Todas essas adaptacSes
permaneceram até duas semanas, mas desapareceram ap0s quatro semanas de
destreinamento. Em um estudo sobre os efeitos do destreinamento em
cardiomidcitos isolados de animais SHR, Carneiro-Junior et al. (2010)
investigaram o0s efeitos do treinamento fisico de baixa intensidade e do

destreinamento por 4 semanas sobre a pressdo arterial, as propriedades
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morfoldgicas e mecénicas de cardiomidcitos de ratos SHR. Os autores observaram
que o programa de corrida de baixa intensidade em esteira e o0 destreinamento por
4 semanas nao alteraram a pressdo arterial sistolica dos ratos SHR. Todavia, 0
treinamento aumentou o comprimento dos cardiomidcitos sem alterar a largura e o
volume, sendo que o destreinamento ndo reverteu este aumento. No que se refere
aos parametros de contragdo, o treinamento ndo alterou a amplitude de contracéo
celular, mas diminuiu o tempo para o pico de contracdo e aumentou a velocidade
maxima de relaxamento dos cardiomidcitos. O destreinamento ndo afetou a
amplitude de contracdo, a velocidade méxima de contracdo e a velocidade
maxima de relaxamento, mas reverteu os efeitos sobre tempo para 0 pico de
contracdo. Cabe ressaltar que a maioria dos estudos sobre os efeitos do
treinamento e do destreinamento sobre a funcdo dos cardiomidcitos utilizaram
células da parede do VE, sem distincdo por regido. No entanto, alguns estudos
mostraram que ha diferencas nas propriedades morfoldgicas, elétricas e mecanicas
entre as células das regides End e Epi do VE (Diffe & Nagle 2003a; Natali et al.
2002; Dilly et al. 2006).

Neste sentido, Diffe & Nagle, (2003a) estudaram os efeitos do treinamento
fisico em esteira nas regides End e Epi do VE de ratas Sprague-Dawley. Os
autores observaram que o treinamento fisico aumentou a sensibilidade ao Ca*",
sendo estes aumentos maiores nos cardiomidcitos da regido End em comparacao a
Epi. Além disso, houve um aumento da expressdo da proteina miosina atrial de
cadeia leve (aMLC;) induzido pelo treinamento, sendo maior a expressao desta
proteina na regido End em comparacdo a Epi. Tais resultados sugeriram que 0s
aumentos na sensibilidade dos miofilamentos ao Ca®* estéo relacionados com a
expressao aumentada da proteina aMLC; e que estas diferencas ndo se dao de
forma uniforme no ventriculo. Em contrapartida, Natali et al. (2002) observaram
que apesar de hipertrofiar as células da regido End, o treinamento de seis semanas
com corrida voluntéria ndo alterou a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?*, a
amplitude de contragdo e as velocidades de contracdo e relaxamento das células
End e Epi em ratas Sprague-Dawley. No entanto, os autores encontraram um
aumento induzido pelo treinamento na relacdo comprimento-tensdo no sarcomero
da regido End, sugerindo uma modulacéo induzida pelo exercicio no mecanismo

de Frank-Starling, o que aumentaria a contratilidade cardiaca. Outro achado
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importante foi que o treinamento fisico aumentou a duracdo PA nas células da
regido Epi. O estudo concluiu que o exercicio voluntario pode modular as
propriedades morfologicas, mecanicas e elétricas dos cardiomidcitos e que esta
modulacdo depende da regido. Considerando que a mecénica de contracdo dos
cardiomidcitos pode se diferir em funcdo da regido também em ratos hipertensos
(McCrossan et al., 2004; Fowler et al., 2005) e que o exercicio pode afetar a forca
de contracdo dos cardiomiocitos de forma distinta através da parede ventricular
(Natali et al., 2002), espera-se que os efeitos do treinamento fisico sobre o AEC e
as sparks espontaneas de Ca”* em cardiomiécitos sejam regionalmente distintos,
em animais hipertensos. No entanto, até onde vai nosso conhecimento, nenhum
estudo verificou os efeitos do treinamento e do destreinamento fisico sobre as

sparks espontaneas de Ca** em ratos SHR.

Nossas hipdteses neste estudo sdo: 1) que a hipertensdo causa
modificacBes deletérias nas sparks espontaneas de Ca®* nos cardiomiécitos dos
ratos SHR e o treinamento fisico consegue atenuar estas perdas; 2) os ganhos
obtidos com o treinamento fisico nos cardiomiécitos dos ratos SHR sejam
perdidos com o destreinamento fisico; 3) as modificacdes nas sparks espontaneas
de Ca** provocadas pela hipertensdo, treinamento e destreinamento fisico ocorram

de forma distinta entre as regides END e EPI do VE.
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2- OBJETIVOS:

2.1- Objetivo Geral:

Este estudo teve como meta investigar os efeitos da hipertensdo, do
treinamento fisico e do destreinamento fisico sobre as caracteristicas das sparks
espontaneas de Ca®* em cardiomiécitos de ratos espontaneamente hipertensos
(SHR).

2.2- Objetivos Especificos:

- Verificar se a hipertensdo altera as caracteristicas das sparks
espontaneas de Ca** de cardiomidcitos isolados de diferentes regides (END e EPI)
do VE e do ventriculo direito (VD).

- Verificar se o treinamento com corrida de baixa intensidade altera as
caracteristicas das sparks espontaneas de Ca®* de cardiomiécitos isolados de
diferentes regides (END e EPI) do VE e do VD de ratos SHR e Wistar.

- Verificar se o destreinamento fisico altera as caracteristicas das sparks
espontaneas de Ca”* de cardiomidcitos isolados de diferentes regides (END e EPI)
do VE e do VD de ratos SHR e Wistar.

- Verificas se ha diferencas entre as regides END e EPI do VE nas
caracteristicas das sparks espontaneas de Ca®* dos cardiomiécitos de ratos SHR e
Wistar.
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3- MATERIAIS E METODOS:

3.1- Animais de experimentacéo e tratamentos:

Foram utilizados 32 ratos Ratus norvegicus espontaneamente hipertensos
(spontaneously hypertensive rats - SHR) e 32 ratos Wistar normotensos com 16
semanas de idade e peso inicial médio de 357,5+4,09 (SHR) e 385,2+6,69
(Wistar). Os animais usados no presente estudo foram obtidos do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa —
MG. Os ratos foram alojados em gaiolas coletivas com 4 ou 5 animais por gaiola,
receberam agua e racdo comercial ad libitum, sendo mantidos em ambiente com
temperatura média controlada de 22°C e regime de luminosidade de doze horas de
escuriddo e doze horas de claridade. Os animais foram pesados no primeiro dia de
cada semana, utilizando uma balanca eletrénica digital (Marte — Brasil, modelo
AS5500C). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA). O projeto foi aprovado pela Comissédo de
Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa sob o
protocolo n° 66/2011.

3.2- Grupos Experimentais:
Os animais foram separados aleatoriamente em 8 grupos, a saber:

Grupo hipertenso sedentario (HS): ratos hipertensos que ndo foram

submetidos ao treinamento com corrida em esteira por 8 semanas (HS, n=8);

Grupo hipertenso treinado (HT): ratos hipertensos que foram submetidos

ao treinamento com corrida em esteira por 8 semanas (HT, n=8);

Grupo hipertenso destreinado (HD): ratos hipertensos que foram
submetidos ao treinamento com corrida em esteira por 8 semanas e logo apos,

permaneceram 4 semanas sedentarios (HD, n=8);

Grupo hipertenso sedentario 12 semanas (HSD): ratos hipertensos que
ndo foram submetidos ao treinamento com corrida em esteira por 12 semanas
(HSD, n=8);
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Grupo normotenso sedentario (NS): ratos normotensos que nao foram

submetidos ao treinamento com corrida em esteira por 8 semanas (NS, n=8);

Grupo normotenso treinado (NT): ratos normotensos que foram

submetidos ao treinamento com corrida em esteira por 8 semanas (NT, n=8);

Grupo normotenso destreinado (ND): ratos normotensos que foram
submetidos ao treinamento com corrida em esteira por 8 semanas e logo apos,

permaneceram 4 semanas sedentarios (ND, n=8);

Grupo normotenso sedentario 12 semanas (NSD): ratos normotensos
sedentarios que ndo foram submetidos ao treinamento com corrida em esteira por
12 semanas (NSD, n=8);

3.3- Controle da pressao arterial e frequéncia cardiaca:

O acompanhamento da pressdo arterial sistolica dos animais dos grupos
hipertensos foi feito no inicio e no final do periodo experimental pela técnica de
pletismografia de cauda. No final do periodo experimental, ap6s 8 semanas a
pressdo arterial sistélica do grupo HS foi determinada. Os animais dos grupos HT
tiveram a pressdo arterial sistolica determinada 48h apds a ultima sessdo de
treinamento. Os animais do grupo HD permaneceram em gaiolas coletivas apds o
periodo de treinamento, sem exercicio por 4 semanas, quando entdo tiveram a
pressdo arterial sistélica determinada. A medida de pressdo arterial sistélica do

grupo HSD foi realizada apds 12 semanas.

O acompanhamento da frequéncia cardiaca de todos os animais foi feito
no inicio e no final do periodo experimental. Para a analise da frequéncia cardiaca
os animais foram colocados em uma sala sem muitos ruidos e foi fixado na cauda
do animal um sensor para captura do sinal da frequéncia cardiaca. Esse sinal foi

capturado e processado pelo sistema (PowerLabe — USA, ADInstruments).
3.4- Programa de treinamento fisico e destreinamento fisico:

Como previamente descrito (adaptado de Melo et al., 2003), o programa
de corrida foi realizado em uma esteira rolante (Insight Instrumentos — Ribeirdo
Preto, SP, Brasil), 5 dias por semana, 1h por dia, durante 8 semanas. A

intensidade do protocolo de treinamento foi monitorada através do aumento
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progressivo do tempo e da velocidade de corrida, atingindo 1 hora/dia, 0° de
inclinacdo e 60-70% da velocidade méaxima de corrida (VMC) no final da 22
semana de treinamento. Antes do inicio do treinamento, todos os animais foram
colocados na esteira rolante para adaptacdo, durante 10 min/dia, 0° de inclinacéo,
0,3 km/h, durante 5 dias. Apds 48 horas, foi realizado o teste na esteira rolante
para determinacdo da VMC comegando a 0,3 km/h, 0° de inclinagdo, com
incrementos de 0,18 km/h a cada 3 minutos até a fadiga de cada animal, em todos
0s grupos experimentais. O momento da fadiga foi definido e o teste interrompido
qguando os animais ndo mantiveram o padrdo de corrida de acordo com a
velocidade da esteira (adaptado de Melo et al. 2003; Moraes-Silva et al. 2010). Os
testes para avaliacdo do tempo total de exercicio até a fadiga (TTF) e redefinicéo
da intensidade (velocidade) do treinamento foram realizados em todos os animais
no inicio do programa de treinamento e no final da 4% semana de treinamento nos
animais dos grupos treinados (HT, HD, NT e ND). Os animais dos grupos HD e
ND permaneceram sem exercicios fisicos por 4 semanas ap6s a 8% semana de
treinamento. No final da 8% semana de treinamento e ap6s a 4% semana de
destreinamento os testes foram repetidos em todos os animais dos grupos
experimentais para avaliagdo da eficacia do treinamento e os efeitos do
destreinamento sobre o TTF dos animais. Durante o periodo experimental os
animais dos grupos sedentarios (HS, HSD, NS e NSD) foram manuseados
identicamente e colocados na esteira rolante 3 dias/semana, 10 min/dia, 0° de
inclinacdo a 0,3 km/h. O programa de treinamento durante as 8 semanas esta

apresentado na tabela 1.
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Tabela 1 — Programa de treinamento:

Semanas Duracéo Intensidade
(min) (VMC)
12 semana: 10-35 40 — 50%
- Progressédo diaria da durag&o e intensidade
2% semana: 35-60 60 — 70%
- Progressao diaria da intensidade
3% a 4% semana: 60 60 — 70%

- Progressdo diaria da intensidade
- No final da 42 semana, teste de VMC para
reajustar a carga de trabalho
52 a 8% semana: 60 60 — 70%
- Progressdo diéria da intensidade de
acordo com a carga reajustada na 42
semana.
- No final da 8% semana, teste de VMC para
observar os efeitos do treinamento fisico no

desempenho dos animais

(min)= duracdo em minutos; (VMC)= velocidade maxima de corrida
3.5- Peso do coracéo e dos ventriculos:

Apds a eutandsia, feita por deslocamento cervical, o coracdo foi
removido, lavado em solugdo contendo 750 uM de CaCl, para retirar o excesso de
sangue e pesado em balanga de precisdo (Gehaka — Brasil, modelo AG 200).
Apos, foi feita a perfusdo das solucBes de isolamento. Apés a perfusdo, os
ventriculos (direito e esquerdo) foram separados dos atrios e pesados. Os indices
de hipertrofia cardiaca e ventricular foram calculados pelas razdes dos pesos do

coracdo e dos ventriculos, respectivamente, pelo comprimento da tibia esquerda.
3.6- Isolamento dos cardiomidcitos:

Apds a eutanasia, para a remoc¢do cirdrgica do coracdo as
cartilagens costocondrais foram abertas em ambos os lados e o esterno rebatido

para cima. Apds a exposi¢do da cavidade torécica, a veia cava inferior e superior,
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as artérias aorta e pulmonar, a traquéia, o esofago e parte dos pulmdes foram
seccionados sucessivamente até a remoc¢do em bloco do cora¢do. Logo apos a
remocao, o coracdo foi colocado em um béquer contendo uma solugdo nutridora
(solucdo A, item 3.7). Apos estes procedimentos o coracao foi transferido para
uma placa de vidro, a artéria aorta ascendente foi seccionada com uma tesoura de
microcirurgia na altura de sua segunda ramificacdo (tronco braquicefalico), fixada
com um fio de sutura em uma agulha de aco inoxidavel modificada (canula), e
acoplada a uma seringa de 1 mL que foi fixada a um sistema de Langendorff

caseiro (37°C), com controle manual da perfusdo por meio de uma torneira.

Para o isolamento dos cardiomidcitos o coragdo foi perfundido
com uma solucdo de isolamento, contendo 750 uM de CaCl, (solucdo A, item
3.7), em um fluxo constante, até que 0s vasos coronarios estivessem limpos de
sangue. Em seguida, trocou-se a perfusdo para uma solucdo livre de calcio,
contendo 0,1 mM de EGTA (solucdo B, item 3.7), durante 6 min, para destrui¢éo
das bandas escalariformes entre os cardiomidcitos. Em seguida, o coracdo foi
perfundido com uma solucdo contendo 1 mg.mL™ de colagenase tipo 2
(Worthington, EUA) e 100 uM de CaCl; (solucdo C, item 3.7), durante 25 min,
para a destruicdo das fibras colagenas extracelulares. Todas as solucdes utilizadas
no procedimento de isolamento foram oxigenadas (O, 100% — White Martins,
Brasil) e mantidas a 37°C. Ao final da perfusdo os ventriculos foram separados
dos atrios e pesados. O ventriculo direito foi removido e o ventriculo esquerdo foi
aberto na regido do septo interventricular. Os musculos papilares e o tecido
conjuntivo foram removidos manualmente da superficie do ventriculo esquerdo. O
ventriculo esquerdo foi separado e fragmentos finos foram obtidos das regides
préximas ao epicardio (EPI) e endocardio (ENDO). Logo ap06s, as amostras foram
colocadas em frascos contendo 5 mL da solucdo enzimética (colagenase),
suplementada com 1% de albumina sérica bovina (solugdo D, item 3.7). Os
frascos foram agitados moderadamente durante 5 min, em “banho-maria” a 37°C,
sendo o tecido cardiaco oxigenado (O, 100% — White Martins, Brasil). A seguir, 0
conteddo dos frascos foi filtrado e centrifugado (3000 rpm) por 30s. O
sobrenadante foi removido e as células foram suspendidas na solu¢do 750 uM de
CaCl; (solucdo A, item 3.7). Esse processo foi repetido 2 vezes. As celulas foram

armazenadas em placas de vidro a 5°C, até serem utilizadas. Durante 0s
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experimentos de microscopia confocal somente as células tolerantes ao Ca?*,
quiescentes e apresentando formato e estrias transversais bem definidas foram
utilizadas. Os registros foram sempre feitos entre uma e seis horas ap6s o

isolamento.
3.7- Solucbes de isolamento:

As solucdes utilizadas para o isolamento dos cardiomidcitos
ventriculares foram feitas usando-se uma solucdo basica com agua milli-Q e a
seguinte composi¢do (em mM): NaCl (130) — 7,6 g/l; MgCl, (1,43) — 0,28 g/l;
KCI (5,4) — 0,4 g/l; (HEPES) (5) — 0,062 g/l; glicose (10) — 1,8 g¢/I; taurina (20) —
2,38 g/l; creatina (10) — 1,3 g/l; pH = 7,3; temperatura ambiente.

Solucdo A: Para se fazer a solucdo de isolamento contendo Ca®*, foram
adicionados 375 pL de CaCl;, (1 M) em 500 mL da solucéo bésica.

Solucéo B: Para a solucdo de isolamento livre de Ca®*, foram adicionados 250 pL
de EGTA (100 mM) em 250 mL da solucéo basica.

Solucédo C: Para a solucdo enzimatica de isolamento, foram adicionados 20 mg de

colagenase e 15 pL de CaCl, (100 mM) em 20 ml da solucéo bésica.

Solucéo D: Para a solucdo com 1% de albumina bovina, foram adicionados 500
mg de albumina sérica bovina em 5 mL de solucdo basica. Ap6s o isolamento, 1
mL de solu¢cdo com albumina foi adicionado para cada 10 mL da solucdo

enzimatica C.
3.8- Solucéo tampéao HEPES:

Para os procedimentos de medida e analise das sparks espontaneas de
Ca®*, os cardiomiécitos foram incubados com uma solucdo fisiolégica contendo
(em mM): solucdo estoque: NaCl (113) — 65,99 g/L; HEPES (5) — 11,9 ¢/L;
NaH,PO, (1) — 1,42 g/L; MgSO, (1) — 2,46 g/L; KCI (5) — 3,72 g/L; solucgéo sopa:
Na acetato (20) — 16,4 g/100 mL; glicose (10) — 18,1 g/100ml; insulina (5 u/L) —
0,5 g/100 mL. Para fazer um litro desta solugdo, foram adicionados 100 mL da
solugdo estoque, 10 mL da solucéo sopa e 1 mL de CaCl, (1) em agua mili-Q.
Esta solucéo foi equilibrada para um pH= 7,4 e mantida em temperatura ambiente.
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3.9- Medida e analise das sparks espontaneas de Ca?*:

Para as medidas das sparks espontaneas de Ca’" os cardiomiécitos
isolados dos grupos experimentais foram incubados com o indicador fluorescente
de Ca**, permeédvel & membrana plasmatica, Fluo-4 acetoximetil-ester (Fluo-4
AM, Molecular Probes, Eugene, OR, USA). O Fluo-4 AM (5 uM) foi preparado
em uma solucéo a base de DMSO, (30uL de DMSO em 50ug de Fluo-4 AM). As
células foram incubadas com 5uL de Fluo-4 AM em 500 pL de célula durante 20
min a temperatura ambiente. Ap0s, as células foram lavadas e suspendidas em
solucdo tampdo HEPES (item 3.8), para remover o0 excesso da sonda fluorescente.
Quando esta sonda esta ligada ao Ca?* e é excitada com o comprimento de onda
de 488 nm emite um sinal de fluorescéncia medido a 510 nm, que se relaciona as
variacbes de Ca®* sarcoplasmatica. Tais variacdes foram expressas em relacio a
razdo: F/Fq, onde F representa a fluorescéncia basal de Ca®*, ou seja, os ruidos do
fundo da imagem (background noise) e F representa a fluorescéncia das sparks
espontaneas de Ca** em um dado momento de ocorréncia, nos cardiomiécitos sem
estimulo prévio. O procedimento para determinar Fo consiste em duas etapas.
Primeiro, selecionamos a spark espontanea de Ca* a ser analisada e identificamos
o valor minimo da imagem de fundo das sparks através das opc¢des (Analyze —
Histogram) no programa ImageJ. Segundo, inserimos o valor minimo da imagem
de fundo obtida, na opcdo bacground no programa SparkMaster. Este

procedimento foi feito para cada imagem analisada.

As imagens de microscopia confocal foram feitas usando um
microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta (Zeiss GmbH, Jena, Alemanha), no
Nucleo de Microscopia e Microandlise da Universidade Federal de Vicosa. Para a
aquisicdo das imagens foi utilizada uma lente objetiva de imersdo a 6leo (63x). Os
sinais de fluorescéncia foram obtidos por meio de varredura em linha (Line Scan
Mode). A linha de varredura (512 pixels) foi posicionada aleatoriamente no eixo
longitudinal da célula, com o cuidado de n&o cruzar regifes de ndcleos. A
varredura foi feita por meio de um laser de argénio (488 nm). As varreduras foram
repetidas a cada 1,54 ms, sendo utilizadas pra a criagédo de imagens (tempo no
eixo x e fluorescéncia no eixo y). Antes do registro das imagens as células foram
estimuladas na frequéncia de 1 Hz por aproximadamente 40s. Apos este tempo a

estimulacdo foi sessada e os registros foram feitos com a celula em repouso.
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Foram obtidas 10 imagens por célula, sendo que estas foram analisadas
utilizando-se a interface grafica SparkMaster, programa de anélise de sparks
inserido no software livre ImageJ (Picht et al., 2007). O SparkMaster é um
programa automatizado que foi desenvolvido e adaptado a partir de algoritmos
especificos para andlises das sparks medidas por microscopia confocal (Cheng et
al., 1999). Neste tipo de andlise, o algoritmo identifica os sinais de fluorescéncia
baseado nos seus desvios a partir do ruido de fundo da imagem original
background noise. Assim, a imagem original € filtrada, normalizada e a média e o
desvio-padrdo do plano de fundo sdo calculados. As regibes da imagem
excedendo 1,5 x desvio-padrdo a partir do plano de fundo séo utilizadas para a
construcdo de uma linha de base e para a normalizacdo da imagem total. Esta
ultima imagem, normalizada, é utilizada para a deteccdo e analise das sparks de
Ca®*, de forma que os eventos com &reas (em pixel) excedendo um limiar de
deteccdo pré-estabelecido (3,0 x desvio-padrdo acima da média) sdo considerados
possiveis sparks. A meédia e o desvio-padrdo sdo calculados subtraindo-se as
sparks em potencial. ApOs estes procedimentos, as possiveis sparks sao
consideradas para analise se as areas contendo valores acima do limiar de
deteccdo pré-estabelecido contém valores de pixel que excedem o seguinte
critério: desvio-padrdo x fator de limiar + média do background. O fator de limiar
é escolhido pelo usuério, sendo que, baseado em resultados anteriores (Picht et al.,
2007), o fator adotado no presente trabalho foi 3,8. A velocidade de varredura
(scanning speed) e o tamanho do pixel (pixel size) foram 800 Ips e 0,14 pm,

respectivamente.
As variaveis analisadas a partir do SparkMaster foram:

1) Frequéncia das sparks (sparks x 100 pm™ x s™).

2) Amplitude das sparks (AF/Fy) — Que corresponde a diferenca entre o
pico de fluorescéncia das sparks e a fluorescéncia do fundo (background);

3) Largura total da spark na metade da amplitude maxima (FWHM em
Hm);

4) Duracdo total da spark na metade da amplitude maxima (FDHM em
ms);

5) Largura total da spark (em pm);

6) Duracéo total da spark (em ms);
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7) Tempo até o pico da spark (Tpico €m ms);
8) Inclinacdo méaxima da fase ascendente da spark (Imax em AF/F0/s);

9) Constante de tempo de decaimento da spark (t em ms);

Ap0s a obtencdo dos dados, foram construidos histogramas de frequéncia
e os dados das distribuicbes das sparks foram comparados entre 0s grupos

experimentais.
3.10- Analise Estatistica:

Para a escolha dos testes estatisticos foi feita previamente uma analise da
normalidade de cada varidvel medida. As diferencas entre 0s grupos
experimentais em relacdo ao peso corporal, ao peso do coragdo, ao peso dos
ventriculos, pressdo arterial sistolica e frequéncia cardiaca foram analisadas por
meio de analise de variancia (ANOVA two-way), com o teste post-hoc de Tukey.
Para a analise da frequéncia das sparks espontaneas de Ca?*, foi utilizado o teste
de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados. Apoés este procedimento
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis que corresponde a uma andlise de variancia
ndo parameétrica, seguido do teste de Dunn para comparacGes multiplas entre os
grupos. As diferencas na distribuicdo das caracteristicas morfoldgicas das sparks
espontaneas de Ca”" foram verificadas através do teste de Kolmogorov-Smirnov.
Este teste avalia a distribuicdo dos valores de dois vetores (x1 e x2). No presente
estudo avaliamos a distribuicdo de 2 grupos de dados sendo que um era
determinado como sendo o controle (x1). A hipdtese nula é que x1 e x2 pertencem
a mesma distribuicdo continua. A hipotese alternativa é que eles pertencem a
diferentes distribui¢bes continuas. O resultado indica se o teste rejeita ou ndo a
hipétese nula ao nivel de significancia de a (Massey, 1951). As anélises foram
realizadas com o auxilio dos softwares Sigma Plot 11.0 e Matlab R2010a. Os
resultados sdo apresentados como média * erro padrdo da média, exceto para 0s
parametros de frequéncia e distribuicdo das sparks espontaneas de Ca**, que sdo
apresentados como mediana, e primeiro, segundo e terceiro quartis da mediana

para as tabelas em anexo. O nivel de significancia adotado foi de a= 5%.
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4- RESULTADOS:
4.1- Peso corporal, peso do coracdo e peso dos ventriculos:

Os resultados referentes ao peso corporal, peso do coracdo, peso dos
ventriculos, peso relativo do coragdo e peso relativo dos ventriculos estdo

apresentados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Peso corporal, peso do coragdo, peso dos ventriculos, peso do ventriculo

esquerdo e peso do ventriculo direito dos animais.

Grupos Peso Peso do Peso dos Peso do Peso do
corporal coragao ventriculos ventriculo ventriculo
9) @ ()] esquerdo direito
(9) (9)
NS 427413 2,14+0,09 1,69+0,11 1,32+0,09 0,30+0,03
NT 423+12 1,96+0,08 1,97+0,10 1,48+0,08 0,36+0,03
HS 415+12 1,99+0,08 1,93+0,10 1,48+0,08 0,43+0,03 ¢
HT 382+11 2,01+0,08 2,04+0,10 1,51+0,08 0,42+0,02
NSD 426+14 1,96+0,07 1,68+0,09 1,33+0,05 0,30£0,02
ND 458+14 2,07+0,07 1,87+0,08 1,41+0,05 0,35+0,02
HSD 417+13 2,14+0,07 1,83+0,08 1,39+0,05 0,35£0,02
HD 441+15 2,03+0,07 2,12+0,10 ¢ 1,59+0,06 *° 0,38+0,03

Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média. NS= grupo normotenso sedentério;
NT= grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentario; HT= grupo hipertenso
treinado; NSD= grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso
destreinado; HSD= grupo hipertenso sedentario por 12 semanas; HD= grupo hipertenso
destreinado. (a) indica diferenga (p<0,05) em relacdo ao grupo HSD; (b) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo ao grupo ND; (c) indica diferenga (p<0,05) em relacdo ao grupo NS.

Como mostrado na tabela 2, ndo foram observadas diferencas em relacéo
ao peso corporal e peso do coragcdo entre os grupos. Em relagdo ao peso dos
ventriculos, os ratos do grupo HD apresentaram o peso dos ventriculos
significativamente maior quando comparados aos do grupo HSD. Nao foram
observadas diferencas entre os demais grupos para 0 peso dos ventriculos. Em
relacdo ao peso do VE, os ratos do grupo HD apresentaram o peso do VE maior
em relagdo aos dos grupos ND e HSD (p<0,05). N&do foram observadas diferencas
entre 0s demais grupos para este parametro. Em relagdo ao peso do VD, os ratos
do grupo HS apresentaram o peso do VD significativamente maior em relacdo aos
do grupo NS. N&o foram observadas diferencas entre 0s demais grupos para o
peso do VD.
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A tabela 3 apresenta os pesos relativos do coracdo, ventriculos, VE e VD.

Tabela 3. Peso relativo do coragdo, peso relativo dos ventriculos, peso relativo do

ventriculo esquerdo e peso relativo do ventriculo direito.

Grupos Pesorelativo  Peso relativo dos Peso relativo do Peso relativo do
do coragédo ventriculos ventriculo esquerdo  ventriculo direito
(mg/cm) (mg/cm) (mg/cm) (mg/cm)
NS 503+21 398+25 310+19 7247
NT 471+19 474423 % 356+18 87+6
HS 490+19 473423 % 365+18 10846 °
HT 503+18 511+23 37617 10526
NSD 463118 400£20 313+14 7216
ND 492+18 442+20 334+14 8316
HSD 521+17 446+19 337+13 86+6
HD 489+18 511422 °° 384+15h° 94+7

Os dados sdo expressos como média * erro padrdo da média. Os pesos relativos sdo medidos pelo
peso do coragdo, ventriculos, ventriculos esquerdo e direito em relagdo ao comprimento da tibia
esquerda dos ratos; NS= grupo normotenso sedentario; NT= grupo normotenso treinado; HS=
grupo hipertenso sedentario; HT= grupo hipertenso treinado; NSD= grupo normotenso sedentario
por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo hipertenso sedentario por 12
semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. (a) indica diferenca (p<0,05) em relagdo ao grupo
NS; (b) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo ao grupo HSD; (c) indica diferenga (p<0,05) em
relacdo ao grupo ND; (d) indica diferenca (p<0,05) em relacéo ao grupo HS;

Em relacdo ao peso relativo do coracdo, ndo foram observadas diferencas
entre 0s grupos experimentais. Em relacdo ao peso relativo do VE, os ratos dos
grupos HS e NT apresentaram pesos relativos dos ventriculos maiores em relacdo
aos do grupo NS (p<0,05). Os ratos do grupo HD apresentaram um peso relativo
dos ventriculos significativamente maior quando comparado aos ratos dos grupos
HSD e ND. Ndo foram observadas diferencas entre os demais grupos para este
parametro. Em relacdo ao peso relativo do VE, os ratos do grupo HD
apresentaram um peso relativo do VE significativamente maior quando
comparados aos do grupo ND. Néo foram observadas diferencas entre os demais
grupos para o peso relativo do VE. Em relacdo ao peso relativo do VD, os ratos do
grupo HS apresentaram um peso relativo do VD significativamente maior
comparados aos do grupo NS. Os ratos do grupo HT apresentaram um peso
relativo do VD significativamente menor quando comparados aos do grupo HS.
N&o foram observadas diferencas entre os demais grupos para o peso relativo do
VD.
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4.2- Pressdo arterial sistolica, frequéncia cardiaca de repouso e
tempo total ateé a fadiga:

Os resultados referentes a pressdo arterial sistolica, FC de repouso e

tempo total de exercicio até a fadiga (TTF) estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Pressdo arterial sistolica inicial e final, frequéncia cardiaca de repouso

inicial e final e tempo total de exercicio até a fadiga.

Grupos PAS inicial PAS final FC inicial FC final TTF

(mmHg) (mmHg) (bpm) (bpm) (min)
NS 110+3 107+3 32848 330+11 11,36+1,54
NT 112+3 110+3 34048 322+10" 22,45+1 422
HS 155+32 151+32 359+82 352+11 11,65+1,42
HT 154+3° 144+27P¢ 369+8" 344+10" 24,48+1,33°
NSD 110+4 110+5 353+10 375+13 11,39+1,19
ND 111+4 114+5 356+13 347+13 14,37+1,10
HSD 155+4° 154+4° 359+9 373+10" 11,67+1,10
HD 150+4° 152+5° 407+12 393+13™ 14,83+1,10

Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média. NS= grupo normotenso sedentério;
NT= grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentério; HT= grupo hipertenso
treinado; NSD= grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso
destreinado; HSD= grupo hipertenso sedentario por 12 semanas; HD= grupo hipertenso
destreinado. PAS inicial= valores iniciais da pressao arterial sistlica; PAS final= valores finais da
pressdo arterial sistélica; FC inicial= valores iniciais de frequéncia cardiaca de repouso; FC final=
valores finais de frequéncia cardiaca de repouso; TTF= tempo total de exercicio até a fadiga. (*)
indica diferenca (p<0,05) em relacdo aos valores iniciais para determinado grupo (a) indica
diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo NS; (b) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo ao grupo
NT; (c) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo NSD; (d) indica diferenca (p<0,05) em
relacdo ao grupo ND; (e) indica diferenga (p<0,05) em rela¢do ao grupo HS.

Como mostrado na tabela 4 os ratos dos grupos HS e HT tiveram a
pressdo arterial sistdlica inicial e final significativamente maior em relacdo aos
grupos NS e NT, respectivamente. Foi observada uma reducdo significativa na
pressdo arterial no grupo HT. Os ratos dos grupos HSD e HD tiveram a presséo
arterial sistolica inicial e final significativamente maior em relacdo aos dos grupos
NSD e ND, respectivamente. Em relagdo a FC, os resultados mostram que o0s ratos
dos grupos HS e HT tiveram a FC de repouso inicial maior em relagdo aos dos
grupos NS e NT, respectivamente (p<0,05). Foi observada ainda uma reducéo na
FC de repouso nos grupos NT e HT (p<0,05). Os ratos do grupo HD tiveram uma

FC de repouso final significativamente maior em relagéo aos do grupo ND. Foi
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observado ainda um aumento na FC de repouso no grupo HSD e uma reducdo na
FC de repouso no grupo HD (p<0,05).

Em relacdo ao TTF, os resultados mostram que os ratos dos grupos NT e
HT tiveram o tempo total até a fadiga significativamente maior em relacéo aos dos

grupos NS e HS, respectivamente.
4.3- Sparks espontaneas de Ca*".

O numero de células e de sparks espontaneas de Ca®" por grupo estio

apresentados na tabela 5.

Tabela 5. NGimero de células e de sparks espontaneas de Ca*".

Grupos N° de células N° de sparks espontaneas
END EPI VD END EPI VD
NS 22 38 36 658 1388 829
NT 31 37 29 651 752 588
HS 45 53 50 2462 2511 3367
HT 41 55 40 1501 2627 1086
NSD 36 39 34 2479 2335 1873
ND 34 36 37 1405 1391 1039
HSD 42 42 42 2543 852 1087
HD 49 53 53 1992 1440 2316

NS= grupo normotenso sedentario; NT= grupo normotenso treinado; HS= grupo
hipertenso sedentario; HT= grupo hipertenso treinado; NSD= grupo normotenso
sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo
hipertenso sedentario por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END=
regido do subendoardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do
ventriculo esquerdo; VD= ventriculo direito. N° de células= numero de células
analisadas em cada regido ventricular. N° de sparks espontaneas= nimero de sparks
espontaneas de Ca®* em 10 registros de imagem por célula.

As figuras representativas das sparks espontaneas de Ca?* estdo
apresentadas na figura 1.
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Figura 1. Figuras representativas das sparks espontaneas de Ca”* nos cardiomiécitos dos ratos
normotensos sedentarios (NS), normotensos treinados (NT), hipertensos sedentérios (HS),
hipertensos treinados (HT), normotensos sedentarios por 12 semanas (NSD), normotensos
destreinados (ND), hipertensos sedentarios por 12 semanas (HSD) e hipertensos destreinados
(HD). END= células da regido do subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= células da regido do
subepicardio do ventriculo esquerdo; VD= células do ventriculo direito.
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4.3.1- Frequéncia das sparks espontaneas de Ca**:

Os resultados referentes & frequéncia das sparks espontaneas de Ca?*

estdo apresentados no grafico 1 e Tabela 6 em anexo.

Gréafico 1. Frequéncia das sparks espontaneas de Ca”".
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Os dados sdo expressos como mediana. NS= grupo normotenso sedentario; NT= grupo
normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentario; HT= grupo hipertenso treinado;
NSD= grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado;
HSD= grupo hipertenso sedentério por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado.
END= regido do subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do
ventriculo esquerdo; VD= ventriculo direito. (*) indica diferenca (p < 0,05) em relacéo aos
grupos NS e HS / NSD e HSD; (#) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo aos grupos NS /
NSD; (@) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NT; (+) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo a regido EPI;

Hipertensdo. Para observar os efeitos da hipertensdo sobre a frequéncia
das sparks espontaneas de Ca?*, foram comparados os grupos HS e HSD com 0s
grupos NS e NSD, respectivamente. Os resultados mostram que a frequéncia das
sparks espontaneas de Ca** foi significativamente maior no grupo HS quando
comparado ao grupo NS nas regibes END, EPI e VD. Em contrapartida foi

observado que a frequéncia das sparks espontaneas de Ca®* foi menor no grupo
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HSD em relacdo ao grupo NSD nas regides EPI e VD (p<0,05) e foi maior na
regido END.

Treinamento fisico. Para estudar os efeitos do treinamento fisico sobre a
frequéncia das sparks espontaneas de Ca®*, foram comparados os grupos NT e HT
com o0s grupos NS e HS, respectivamente. Foi observada uma reducdo da
frequéncia das sparks espontaneas de Ca®* no grupo NT em relacéo ao grupo NS
nas regides END e EPI (p<0,05). Nao houve diferenca significativa na frequéncia
das sparks entre estes grupos para o VD. Em relacdo aos animais hipertensos, foi
observada uma reducdo da frequéncia das sparks espontaneas de Ca®* no grupo
HT em relacdo ao grupo HS nas regidbes END e VD. N&o houve diferenca
significativa na frequéncia das sparks entre estes grupos para a regido EPI. Em
relacdo ao grupo HT vs. NT, os cardiomiocitos do HT apresentaram a frequéncia
das sparks espontaneas significativamente maior em relacdo ao NT nas regides
END e EPI. N&o houve diferenca significativa na frequéncia das sparks entre estes

grupos para o VD.

Destreinamento fisico. Para verificar os efeitos do destreinamento sobre a
frequéncia das sparks espontaneas de Ca”*, foram comparados os grupos ND e
HD com os grupos NSD e HSD, respectivamente. Os resultados mostraram que
ndo houve diferenca significativa na frequéncia das sparks espontaneas de Ca**
entre 0 grupo ND em comparagcdo ao grupo NSD em nenhuma das regides
estudadas. Em relagdo aos grupos HD e HSD, foi observado que o0s
cardiomidcitos dos animais do grupo HD apresentaram uma menor frequéncia das
sparks espontaneas em relacdo ao grupo HSD, na regido END e, contrariamente,
esta foi maior nas regides EPI e VD (p<0,05). Comparando os grupos HD e ND,
foi observada uma maior frequéncia das sparks espontaneas nos cardiomidcitos
dos animais do grupo HD em relacdo ao do grupo ND nas regibes END e VD
(p<0,05). Em contrapartida, foi observada uma menor frequéncia das sparks

espontaneas na regido EPI do grupo HD em relagéo ao grupo ND (p<0,05).

Efeitos regionais. Em relacdo as diferencas entre as regides do ventriculo
esquerdo, a frequéncia das sparks espontaneas de Ca®* dos cardiomidcitos da
regido END foi significativamente maior em relacdo a regido EPI nos ratos dos
grupos HS, HSD e HD.
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Probabilidade de ocorréncia

4.3.2- Amplitude das sparks:

Os resultados referentes & amplitude das sparks espontaneas de Ca?*
estdo apresentados na figura 2, gréfico 2 e na tabela 7 em anexo.
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Figura 2. Histogramas da amplitude das sparks espontaneas de Ca”" nos cardiomidcitos dos ratos
normotensos sedentarios (NS), normotensos treinados (NT), hipertensos sedentarios (HS),
hipertensos treinados (HT), normotensos sedentdrios por 12 semanas (NSD), normotensos
destreinados (ND), hipertensos sedentarios por 12 semanas (HSD) e hipertensos destreinados
(HD). END= células da regido do subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= células da regiao
do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD= células do ventriculo direito.
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Gréafico 2. Amplitude das sparks espontaneas de Ca**.
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Os dados sdo expressos como mediana. NS= grupo normotenso sedentario; NT= grupo
normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentario; HT= grupo hipertenso treinado;
NSD= grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado;
HSD= grupo hipertenso sedent&rio por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado.
END= regido do subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do
ventriculo esquerdo; VD= ventriculo direito. (*) indica diferenca (p < 0,05) em relacéo aos
grupos NS e HS / NSD e HSD; (#) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo aos grupos NS /
NSD; (@) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NT; (+) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo a regido EPI;

Hipertensdo. Para observar os efeitos da hipertensdo sobre a amplitude
das sparks espontaneas de Ca?*, os grupos HS e HSD foram comparados com os
grupos NS e NSD, respectivamente. A amplitude das sparks espontaneas do grupo
HS foi significativamente menor em relagdo ao grupo NS em todas as regides
ventriculares. Contrario a isto, a amplitude foi significativamente maior no grupo

HSD qguando comparado ao grupo NSD em todas as regides ventriculares.

Treinamento fisico. Para estudar os efeitos do treinamento fisico sobre a
amplitude das sparks espontaneas de Ca*, os grupos NT e HT foram comparados
com os grupos NS e HS, respectivamente. Os resultados mostraram que a
amplitude foi maior no grupo NT em rela¢do ao grupo NS nas regides END e VD

e menor na regido EPI (p<0,05). Em relacdo aos grupos HS e HT, foi observado
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que a amplitude das sparks espontaneas foi maior nos animais do grupo HT em
relagcdo ao grupo HS nas regides END e VD e menor na regido EPI (p<0,05). Em
relacdo aos grupos HT e NT, o grupo HT apresentou a amplitude menor em

relacdo ao grupo NT nas regides END e EPI e maior no VD (p<0,05).

Destreinamento fisico. Para verificar os efeitos do destreinamento sobre a
amplitude das sparks espontaneas de Ca?* foram comparados os grupos ND e HD
com os grupos NSD e HSD, respectivamente. Os resultados mostraram que a
amplitude foi significativamente maior no grupo ND em relacdo ao NSD em todas
as regides ventriculares. Em relacdo aos grupos HD e HSD, foi observado que a
amplitude foi significativamente menor no grupo HD em relacdo ao HSD nas
regides EPI e VD e maior na regido END. Comparando os grupos HD e ND, foi
observado que a amplitude foi significativamente menor no grupo HD em relacéo

ao grupo ND, em todas as regides ventriculares.

Diferencas regionais. Em relacdo as diferencas entre as regifes do VE, a
amplitude das sparks espontaneas de Ca®* da regido END foi significativamente
maior em relacdo a regido EPI nos grupos NT e HT. Em contrapartida, a
amplitude das sparks espontaneas da regido END foi significativamente menor em
relacdo a regido EPI nos grupos NS, NSD, ND, HSD e HD.

4.3.3- Largura total da spark na metade da amplitude méaxima
(FWHM):

Os resultados referentes a FWHM estdo apresentados na figura 3, grafico

3 e na tabela 8 em anexo.

Hipertensdo. Para observar os efeitos da hipertensdo sobre a FWHM,
foram comparados os grupos HS e HSD com os grupos NS e NSD,
respectivamente. Os resultados mostraram que a FWHM do grupo HS foi
significativamente menor em relacdo ao grupo NS, em todas as regides
ventriculares. Contrario a isto, a FWHM foi significativamente maior no grupo

HSD quando comparado aos do grupo NSD, em todas as regides ventriculares.
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Figura 3. Histogramas da largura total da spark na metade da amplitude maxima (FWHM) (um)
nos cardiomidcitos dos ratos normotensos sedentarios (NS), normotensos treinados (NT),
hipertensos sedentarios (HS), hipertensos treinados (HT), normotensos sedentarios por 12 semanas
(NSD), normotensos destreinados (ND), hipertensos sedentarios por 12 semanas (HSD) e
hipertensos destreinados (HD). END= células da regido do subendocardio do ventriculo esquerdo;
EPI= células da regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD= células do ventriculo direito.
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Gréfico 3. Largura total da spark na metade da amplitude maxima.
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Os dados sdo expressos como mediana. FWHM= largura total da spark na metade da
amplitude maxima; NS= grupo normotenso sedentario; NT= grupo normotenso treinado;
HS= grupo hipertenso sedentario; HT= grupo hipertenso treinado; NSD= grupo normotenso
sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo hipertenso
sedentario por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do
subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo;
VD= ventriculo direito. (*) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo aos grupos NS e HS /
NSD e HSD; (#) indica diferenga (p < 0,05) em relacdo aos grupos NS / NSD; (@) indica
diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NT; (+) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo a
regido EPI;

Treinamento fisico. Para estudar os efeitos do treinamento fisico sobre a
FWHM, foram comparados os grupos NT e HT com os grupos NS e HS,
respectivamente. Foi observado que a FWHM foi significativamente maior no
grupo NT em relacdo ao grupo NS, em todas as regides ventriculares. De acordo
com os resultados, a FWHM foi significativamente maior no grupo HT em
relagdo ao HS nas regides END e VD. N&o houve diferenga significativa entre os
grupos para regido EPI. Em relacdo aos grupos HT e NT, o grupo HT apresentou
a FWHM significativamente menor em relacdo ao NT, em todas as regides

ventriculares.
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Destreinamento fisico. Para verificar os efeitos do destreinamento sobre a
FWHM, foram comparados os grupos ND e HD com os grupos NSD e HSD,
respectivamente. Foi observado que a FWHM foi significativamente maior no
grupo ND em relacdo ao NSD, em todas as regides ventriculares. Em relacdo aos
grupos HD e HSD, foi observado que a FWHM foi maior no grupo HD em
relagdo ao HSD na regido END e menor nas regides EPl e VD (p<0,05).
Comparando os grupos HD e ND, foi observado que a FWHM foi maior no grupo

HD em relacéo ao grupo ND nas regides END e EPI (p<0,05).

Diferencas regionais. Em relacéo as diferencas entre as regides do VE, a
FWHM da regido END foi menor em relacéo a regido EPI nos grupos NS e NT e
maior no grupo HT, (p<0,05).

4.3.4- Duracdo total da spark na metade da amplitude maxima
(FDHM):

Os resultados referentes a FDHM estdo apresentados na figura 4, grafico

4 e tabela 9 em anexo.

Hipertensdo. Para observar os efeitos da hipertensdao sobre a FDHM
foram comparados os grupos HS e HSD com os grupos NS e NSD,
respectivamente. Os resultados mostraram que a FDHM do grupo HS foi
significativamente menor em relacdo ao grupo NS nas regides EPI e VD. Néo
houve diferenca significativa entre os grupos na regido END. A FDHM foi
significativamente maior no grupo HSD quando comparado com o grupo NSD,

em todas as regides ventriculares.

Treinamento fisico. Para estudar os efeitos do treinamento fisico sobre a
FDHM, foram comparados os grupos NT e HT com os grupos NS e HS,
respectivamente. Os resultados mostraram que a FDHM foi significativamente
maior no grupo NT em relagéo ao grupo NS, em todas as regides ventriculares.
Em relagéo aos grupos HT e HS, a FDHM foi significativamente maior no grupo
HT em relacdo ao grupo HS nas regidbes END e VD. N&o houve diferencga
significativa entre os grupos na regido EPI. Em relacdo aos grupos HT e NT, o
grupo HT apresentou a FDHM significativamente menor em relagdo ao grupo NT,

em todas as regides ventriculares.
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Figura 4. Histogramas da duracdo total das sparks na metade da amplitude maxima (FDHM) (ms)
nos cardiomiocitos dos ratos normotensos sedentarios (NS), normotensos treinados (NT),
hipertensos sedentérios (HS), hipertensos treinados (HT), normotensos sedentarios por 12 semanas
(NSD), normotensos destreinados (ND), hipertensos sedentarios por 12 semanas (HSD) e
hipertensos destreinados (HD). END= células da regido do subendocardio do ventriculo esquerdo;
EPI= células da regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD= células do ventriculo direito.
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Gréfico 4. Duragdo total da spark na metade da amplitude maxima.
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Os dados sdo expressos como mediana. FDHM= duracgdo total da spark na metade da
amplitude maxima; NS= grupo normotenso sedentario; NT= grupo normotenso treinado;
HS= grupo hipertenso sedentario; HT= grupo hipertenso treinado; NSD= grupo normotenso
sedentério por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo hipertenso
sedentdrio por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do
subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo;
VD= ventriculo direito. (*) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo aos grupos NS e HS /
NSD e HSD; (#) indica diferenga (p < 0,05) em relagdo aos grupos NS / NSD; (@) indica
diferenca (p < 0,05) em relacdo ao grupo NT; (+) indica diferenga (p < 0,05) em relacéo a
regido EPI;

Destreinamento fisico. Para verificar os efeitos do destreinamento sobre a
FDHM, foram comparados os grupos ND e HD com os grupos NSD e HSD,
respectivamente. Os resultados mostraram que a FDHM foi significativamente
maior no grupo ND em relacdo ao grupo NSD nas regides END e VVD. N&o houve
diferenca significativa entre os grupos na regido EPI. Em relagcdo aos grupos HD e
HSD foi observado que a FDHM foi menor no grupo HD em relagdo ao grupo
HSD na regido EPI e foi maior na regido END (p<0,05). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos no VD. Comparando os grupos HD e ND, foi
observado que a FDHM foi maior no grupo HD em relagdo ao grupo ND nas
regides END e EPI (p<0,05).
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Diferencas regionais. Em relacéo as diferencas entre as regifes do VE, a
FDHM da regido END foi menor em relacdo a regido EPI nos grupos NS, NT e

foi maior no grupo HT (p<0,05).
4.3.5- Largura total das sparks:

Os resultados referentes a largura total das sparks estdo apresentados na

figura 5, grafico 5 e tabela 10 em anexo.

Hipertensdo. Para observar os efeitos da hipertensdo sobre a largura total
das sparks foram comparados os grupos HS e HSD com os grupos NS e NSD,
respectivamente. Os resultados mostraram que a largura total das sparks foi
significativamente menor no grupo HS em relacdo ao grupo NS nas regides EPI e
VD. Néo houve diferenca significativa entre os grupos na regiao END. A largura
total das sparks foi significativamente maior no grupo HSD quando comparado ao

grupo NSD, em todas as regides.

Treinamento fisico. Para estudar os efeitos do treinamento fisico sobre a
largura total das sparks, foram comparados os grupos NT e HT com os grupos NS
e HS, respectivamente. Os resultados mostraram que o grupo NT apresentou a
largura total das sparks maior em relacdo ao grupo NS, em todas as regides
(p<0,05). Em relacdo aos grupos HT e HS, a largura total das sparks foi
significativamente maior no grupo HT em relacdo ao HS nas regides END e VD.
N&o foi encontrada diferenca significativa entre os grupos HT e HS na regido EPI.
Em relacdo ao grupo HT e NT, o grupo HT apresentou a largura total das sparks
significativamente menor em relacdo ao grupo NT, em todas as regides

ventriculares.

Destreinamento. Para verificar os efeitos do destreinamento sobre a
largura total das sparks, foram comparados os grupos HD e ND com 0s grupos
HSD e NSD, respectivamente. Foi observado que a largura total das sparks foi
maior no grupo ND em relagdo ao grupo NSD na regido END e foi menor no VD
(p<0,05). Néo foi encontrada diferenca significativa entre 0s grupos na regiao
EPI. Em relagdo aos grupos HD e HSD foi observado que a largura total das
sparks foi menor no grupo HD em relagdo ao grupo HSD, nas regides EPl e VD e

foi maior na regido END (p<0,05). Comparando os grupos HD e ND, foi

41



Probabilidade de ocorréncia

Probabilidade de ocorréncia

Probabilidade de ocorréncia

observado que a largura total das sparks foi significativamente maior no grupo

HD em relagéo ao grupo ND nas regides END e EPI.
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Figura 5. Histogramas da largura total das sparks (ium) nos cardiomidcitos dos ratos normotensos
sedentarios (NS), normotensos treinados (NT), hipertensos sedentarios (HS), hipertensos treinados
(HT), normotensos sedentarios por 12 semanas (NSD), normotensos destreinados (ND),
hipertensos sedentérios por 12 semanas (HSD) e hipertensos destreinados (HD). END= células da
regido do subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= células da regido do subepicardio do

ventriculo esquerdo; VD= células do ventriculo direito.
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Gréfico 5. Largura total da spark.
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Os dados sdo expressos como mediana. NS= grupo normotenso sedentario; NT= grupo
normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentario; HT= grupo hipertenso treinado;
NSD= grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado;
HSD= grupo hipertenso sedent&rio por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado.
END= regido do subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do
ventriculo esquerdo; VD= ventriculo direito. (*) indica diferenca (p < 0,05) em relacéo aos
grupos NS e HS / NSD e HSD; (#) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo aos grupos NS /
NSD; (@) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NT; (+) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo a regido EPI;

Diferencas regionais. Em relacdo as diferencas entre as regides do VE, a
largura total das sparks da regido END foi menor em relacdo a regido EPI nos

grupos NS, NT e NSD e foi maior no grupo HT (p<0,05).
4.3.6- Duracao total das sparks:

Os resultados referentes a duracgdo total das sparks estdo apresentados na

figura 6, grafico 6 e tabela 11 em anexo.

Hipertensdo. Para observar os efeitos da hipertensdo sobre a duragéo
total das sparks foram comparados os grupos HS e HSD com os grupos NS e
NSD, respectivamente. Os resultados mostraram que a duragdo total das sparks do

grupo HS foi significativamente menor em relagcéo ao grupo NS, nas regides EPI e
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VD. Néo houve diferenca significativa entre os grupos na regido END. A duragéo
total das sparks foi significativamente maior no grupo HSD quando comparado ao

grupo NSD, em todas as regides.

Treinamento fisico. Para estudar os efeitos do treinamento fisico sobre a
duracdo total das sparks foram comparados 0s grupos NT e HT com os grupos NS
e HS, respectivamente. Os resultados mostraram que a duracdo total das sparks foi
significativamente maior no grupo NT em relacdo ao grupo NS, em todas as
regidbes. Em relacdo aos grupos HT e HS, a duracdo total das sparks foi
significativamente maior no grupo HT quando comparado ao grupo HS nas
regidbes END e VD. Nao houve diferenca significativa entre 0s grupos na regido
EPI. Em relacdo ao grupo HT e NT, o grupo HT apresentou a duracédo total das
sparks menor em relacdo ao grupo NT, em todas as regides ventriculares
(p<0,05).

Destreinamento. Para verificar os efeitos do destreinamento sobre a
duracdo total das sparks, foram comparados os grupos ND e HD com 0s grupos
NSD e HSD, respectivamente. Os resultados mostraram que a duracdo total das
sparks foi significativamente maior no grupo ND em relacdo ao NSD na regido
END. Nao houve diferenca significativa entre os grupos nas regiées EPI e VD.
Em relacdo aos grupos HD e HSD, foi observado que a duracédo total das sparks
foi menor no grupo HD em relacdo ao grupo HSD, nas regides EPI e VD e foi
maior na regido END (p<0,05). Comparando os grupos HD e ND, foi observado
que a duracéo total das sparks foi significativamente maior no HD em relacdo ao

grupo ND nas regides END e EPI.

Diferencas regionais. Em relacdo as diferencas entre as regies do VE a
duracdo total das sparks da regido END foi menor em relacdo a regido EPI nos

grupos NS e NT e maior no grupo HT (p<0,05).
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Figura 6. Histogramas da duracéo total das sparks (ms) nos cardiomidcitos dos ratos normotensos
sedentérios (NS), normotensos treinados (NT), hipertensos sedentérios (HS), hipertensos treinados
(HT), normotensos sedentdrios por 12 semanas (NSD), normotensos destreinados (ND),
hipertensos sedentérios por 12 semanas (HSD) e hipertensos destreinados (HD). END= células da
regido do subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= células da regido do subepicardio do
ventriculo esquerdo; VD= células do ventriculo direito.
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Gréfico 6. Duracdo total da spark.
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Os dados sdo expressos como mediana. NS= grupo normotenso sedentario; NT= grupo
normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentario; HT= grupo hipertenso treinado;
NSD= grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado;
HSD= grupo hipertenso sedent&rio por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado.
END= regido do subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do
ventriculo esquerdo; VD= ventriculo direito. (*) indica diferenca (p < 0,05) em relacéo aos
grupos NS e HS / NSD e HSD; (#) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo aos grupos NS /
NSD; (@) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NT; (+) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo a regido EPI;

4.3.7- Tempo até o pico da spark (Tpico)

Os resultados referentes ao Tpic, estdo apresentados na figura 7, grafico 7

e tabela 12 em anexo.

Hipertensdo. Para observar os efeitos da hipertenséo sobre o Tyico foram
comparados os grupos HS e HSD com os grupos NS e NSD, respectivamente. Os
resultados mostraram que o0 Tyico do grupo HS foi significativamente menor em
relagdo ao grupo NS nas regides EPI e VD. N&o houve diferenca significativa
entre os grupos na regido END. O Ty, foi maior no grupo HSD em relagéo ao

grupo NSD, em todas as regides (p<0,05).
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Figura 7. Histogramas do tempo até o pico das sparks (Tyic) (MS) nos cardiomidcitos dos ratos
normotensos sedentarios (NS), normotensos treinados (NT), hipertensos sedentarios (HS),
hipertensos treinados (HT), normotensos sedentdrios por 12 semanas (NSD), normotensos
destreinados (ND), hipertensos sedentéarios por 12 semanas (HSD) e hipertensos destreinados
(HD). END= células da regido do subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= células da regiao
do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD= células do ventriculo direito.
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Gréfico 7. Tempo até o pico da spark.
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Os dados sdo expressos como mediana. Tpi,= tempo até o pico da spark; NS= grupo
normotenso sedentario; NT= grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentario;
HT= grupo hipertenso treinado; NSD= grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND=
grupo normotenso destreinado; HSD= grupo hipertenso sedentério por 12 semanas; HD=
grupo hipertenso destreinado. END= regido do subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI=
regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD= ventriculo direito. (*) indica diferenca
(p < 0,05) em relacdo aos grupos NS e HS / NSD e HSD; (#) indica diferenca (p < 0,05) em
relacdo aos grupos NS / NSD; (@) indica diferenga (p < 0,05) em relagdo ao grupo NT; (+)
indica diferenca (p < 0,05) em relacéo a regido EPI;

Treinamento fisico. Para estudar os efeitos do treinamento fisico sobre o
Tpico foram comparados os grupos NT e HT com os grupos NS e HS,
respectivamente. Os resultados mostraram que o Tyic, foi significativamente maior
no grupo NT em relagdo ao grupo NS, em todas as regides. Em relagcdo aos grupos
HT e HS, os resultados mostraram que 0 Tpico fOi significativamente maior no
grupo HT em relagdo ao grupo HS nas regides END e VVD. N&o houve diferenca
significativa entre estes grupos na regido EPIl. Em relacdo ao grupo HT e NT o
grupo HT apresentou o Tpicoc menor em relagéo ao grupo NT em todas as regides

ventriculares (p<0,05).

Destreinamento. Para verificar os efeitos do destreinamento sobre 0 Tpico
foram comparados os grupos ND e HD com os grupos NSD e HSD,
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respectivamente. Foi observado que o Tyic, foi significativamente maior no grupo
ND em relagdo ao grupo NSD nas regides END e VD. Nédo houve diferenca
significativa entre os grupos na regido EPI. Em relacdo aos grupos HD e HSD, foi
observado que 0 Tyico foi menor no grupo HD em relagéo ao grupo HSD na regiéo
EPI e foi maior na regido END (p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre
os grupos no VD. Comparando os grupos HD e ND, foi observado que o Tyc, foi
significativamente maior no grupo HD em relacdo ao grupo ND nas regides END
e EPI.

Diferencas regionais. Em relacdo as diferencas entre as regides do VE, o
Tpico da regido END foi menor em relacéo a regido EPI nos grupos NS e HSD e foi
maior no grupo HT (p<0,05).

4.3.8- Inclinagdo maxima da fase ascendente da spark (Imax)

Os resultados referentes a Inax €stdo apresentados na figura 8, gréfico 8 e
tabela 13 em anexo.

Hipertenséo. Para observar os efeitos da hipertensdo sobre a Ipax, foram
comparados os grupos HS e HSD com os grupos NS e NSD, respectivamente. Os
resultados mostraram que a Inax do grupo HS foi significativamente menor em
relacdo ao grupo NS, em todas as regides ventriculares. A Inax foi maior no grupo

HSD em relagéo ao grupo NSD, em todas as regides ventriculares (p<0,05).

Treinamento fisico. Para estudar os efeitos do treinamento fisico sobre a
Imax, foram comparados os grupos NT e HT com os grupos NS e HS,
respectivamente. Os resultados mostraram que a Inax foi significativamente menor
no grupo NT em relacdo ao grupo NS, em todas as regides ventriculares. Em
relacdo aos grupos HS e HT, a Iyax foi maior no grupo HT em relagdo ao grupo
HS nas regides END e VD e foi menor na regido EPI (p<0,05). Em relacdo ao
grupo HT e NT, o grupo HT apresentou a Inax maior em relagdo ao grupo NT nas

regides END e VD e menor na regido EPI (p<0,05).
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Figura 8. Histogramas da inclinacdo méaxima da fase ascendente da spark (lna) (AF/Fo/s) nos
cardiomidcitos dos ratos normotensos sedentarios (NS), normotensos treinados (NT), hipertensos
sedentarios (HS), hipertensos treinados (HT), normotensos sedentarios por 12 semanas (NSD),
normotensos destreinados (ND), hipertensos sedentarios por 12 semanas (HSD) e hipertensos
destreinados (HD). END= células da regido do subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI=
células da regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD= células do ventriculo direito.
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Gréfico 8. Inclinacdo méaxima da fase ascendente da spark.

I END
80 — . L TEPI
— s D
70 — *@ #
+ * — . — .
60 Ly M ~
[ + +
50 —
40
30
20 —
10
O 1 S S R ST L o L
NS NT HS HT NSD ND HSD HD

Os dados sdo expressos como mediana. In,= inclinagdo méaxima da fase ascendente da
spark; NS= grupo normotenso sedentario; NT= grupo normotenso treinado; HS= grupo
hipertenso sedentario; HT= grupo hipertenso treinado; NSD= grupo normotenso sedentario
por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo hipertenso sedentério
por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do subendocardio do
ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD= ventriculo
direito. (*) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo aos grupos NS e HS / NSD e HSD; (#)
indica diferenca (p < 0,05) em relacdo aos grupos NS / NSD; (@) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo ao grupo NT; (+) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo a regido EPI;

Diferencas regionais. Em relacdo as diferencas entre as regiées do VE, a
Imax da regido END foi maior em relacdo a regido EPI nos grupos: NS, NT e HT e
foi menor nos grupos NSD, ND, HSD e HD (p<0,05).

4.3.9- Constante de tempo de decaimento das sparks (7)

Os resultados referentes a 7 estdo apresentados na figura 9, gréafico 9 e

tabela 14 em anexo.

Hipertensdo. Para observar os efeitos da hipertensdo sobre a z, foram
comparados os grupos HS e HSD com os grupos NS e NSD, respectivamente. Os

resultados mostraram que a 7 do grupo HS foi significativamente menor em
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relagdo ao grupo NS nas regides EPI e VD. N&o houve diferenca significativa
entre os grupos na regido END. A 7 foi significativamente maior no grupo HSD

em relagdo ao grupo NSD, em todas as regides ventriculares.

Treinamento fisico. Para estudar os efeitos do treinamento fisico sobre a

7, foram comparados os grupos NT e HT com os grupos NS e HS,

respectivamente. Os resultados mostraram que a 7 foi significativamente maior no
grupo NT em relacdo ao grupo NS, em todas as regides ventriculares. Em relagéo
aos grupos HS e HT o grupo HT apresentou uma 7 maior em relacéo ao grupo HS

nas regides END e VD (p<0,05). Ndo houve diferenca significativa entre estes

grupos na regido EPI. Em relacdo aos grupos HT e NT o grupo HT apresentou
uma t significativamente menor em relagdo ao grupo NT, em todas as regioes

ventriculares.

Destreinamento. Para verificar os efeitos do destreinamento sobre a T,
foram comparados os grupos ND e HD com os grupos NSD e HSD,
respectivamente. Os resultados mostraram que o grupo ND apresentou uma t
significativamente maior em relacdo ao grupo NSD, em todas as regides
ventriculares. Em relacdo aos grupos HD e HSD, foi observado que a t foi menor
no grupo HD em relacdo ao grupo HSD nas regiGes EPI e VD e maior na regido
END (p<0,05). Comparando os grupos HD e ND, foi observado que a 7 foi maior
no grupo HD em relacdo ao grupo ND nas regides END e EPI e menor no VD
(p<0,05).

Diferencas regionais. Em relacdo as diferencas entre as regiées do VE, a
7 da regido END foi significativamente menor em relacdo a regido EPI nos grupos

NS, NT, HSD e foi maior no grupo HT (p<0,05).
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Figura 9. Histogramas da constante de tempo de decaimento das sparks () (ms) nos
cardiomidcitos dos ratos normotensos sedentarios (NS), normotensos treinados (NT), hipertensos
sedentarios (HS), hipertensos treinados (HT), normotensos sedentarios por 12 semanas (NSD),
normotensos destreinados (ND), hipertensos sedentarios por 12 semanas (HSD) e hipertensos
destreinados (HD). END= células da regido do subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI=

células da regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD= células do ventriculo direito.
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Gréfico 9. Constante de tempo de decaimento das sparks.
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Os dados sdo expressos como mediana. 7= constante de tempo de decaimento da spark;
NS= grupo normotenso sedentéario; NT= grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso
sedentério; HT= grupo hipertenso treinado; NSD= grupo normotenso sedentério por 12
semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo hipertenso sedentario por 12
semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do subendocardio do ventriculo
esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD= ventriculo direito. (*)
indica diferenga (p < 0,05) em relagdo aos grupos NS e HS / NSD e HSD; (#) indica
diferenca (p < 0,05) em relacdo aos grupos NS / NSD; (@) indica diferenca (p < 0,05) em
relagdo ao grupo NT; (+) indica diferenca (p < 0,05) em relacéo a regido EPI;
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5- DISCUSSAO

O presente estudo teve como meta investigar os efeitos do treinamento e
do destreinamento fisico sobre as caracteristicas das sparks espontaneas de Ca*",
em cardiomiocitos de ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Os animais no
presente estudos foram divididos em ratos normotensos e hipertensos: sedentario
por 8 semanas, sedentarios por 12 semanas, treinados por 8 semanas e
destreinados por 4 semanas. Observamos que a hipertenséo provocou perdas nas
caracteristicas das sparks espontaneas de Ca®* e que o treinamento fisico atenuou-
as. Foi demonstrado também que o destreinamento fisico por 4 semanas nao
reverteu todas as alteracfes promovidas pelo treinamento fisico nas caracteristicas
das sparks espontaneas de Ca*".

Num primeiro momento, analisamos os parametros hemodindmicos e 0s
efeitos do treinamento fisico sobre estes parametros. A pressdo arterial sistolica e
a frequéncia cardiaca de repouso dos animais foram medidas no inicio e no final
do periodo experimental, 48 h ap6s a ultima sessdo de treinamento. Observamos
que os animais SHR apresentaram uma pressdo arterial sistélica de 154 mmHg.
Os valores de presséo arterial encontrados no presente estudo estdo de acordo com
o critério utilizado para o diagnostico de hipertensdo em ratos SHR, que
correspondem a pressdo arterial sistolica igual ou superior a 150 mmHg por um
periodo superior a um més, sem qualquer tipo de intervencdo externa (Doggrell &
Brown 1998). Nossos resultados mostraram que o treinamento fisico reduziu a
pressdo arterial dos animais SHR de 154 mmHg para 144 mmHg e que o
destreinamento reverteu tais adaptacGes induzidas pelo treinamento. N0SS0S
resultados vdo de encontro a outros trabalhos que demonstraram que o
treinamento fisico foi eficaz na reducdo da pressdo arterial em animais SHR
(Véras-Silva et al. 1997; Amaral et al. 2000; Horta et al. 2005; Sun et al. 2008,
Hua et al., 2009).

Quanto a frequéncia cardiaca, 0s animais hipertensos apresentaram a
frequéncia cardiaca de repouso maior em relacdo aos normotensos. Observamos
gue o treinamento fisico reduziu a frequéncia cardiaca de repouso nos animais
hipertensos e normotensos. Estes achados vao de encontro a outros estudos que
observaram uma reducdo na frequéncia cardiaca de repouso induzida pelo

treinamento fisico em animais hipertensos (Hua et al., 2009; Horta et al., 2005) e
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normotensos (Evangelista et al. 2005). Este efeito pode estar associado a reducéao
na atividade simpética e o aumento do tonus vagal promovido pelo treinamento
fisico (Pinto et al., 2006; Mostarda et al. 2009). O periodo de destreinamento de 4
semanas reverteu as adaptacfes ocorridas na frequéncia cardiaca de repouso nos
animais normotensos mas ndo reverteu as adaptagdes ocorridas na frequéncia
cardiaca de repouso nos animais hipertensos. Este resultado esta de acordo com o
estudo prévio de Evagelista et al. (2005).

Para manter a homeostasia celular em funcdo das demandas metabolicas
alteradas com o processo hipertensivo, o treinamento fisico promove efeitos
importantes nos parametros hemodindmicos que influenciam o sistema
cardiovascular. O exercicio fisico crénico promove uma diminuicéo na resisténcia
vascular periférica em funcdo da reducdo da atividade nervosa simpatica, levando
a uma diminuicdo na frequéncia cardiaca de repouso (Grassi et al. 1994;
Evangelista et al., 2005). Esse efeito na redu¢do da atividade simpéatica pode estar
relacionado com o aumento induzido pelo treinamento fisico na producdo do
neurotransmissor GABA, que é um neurotransmissor inibidor do sistema nervoso
simpatico (Kramer et al., 2001). O treinamento fisico também aumenta a
sensibilidade barorreflexa das artérias (Brum et al., 2000), diminui os niveis
plasmaticos de renina e angiotensina Il em repouso (Pescatello et al., 2004), reduz
0 volume plasmatico e o volume sistdlico (Véras-Silva et al., 1997; Pescatello et
al, 2004), produz substancias vasoativas como o peptidio atrial natriurético
(PNA), que é uma substancia vasodilatadora (Schillinger et al., 2005), e aumenta a
vasodilatacdo dependente do endotélio, via producdo de 6xido nitrico, ajudando a
reduzir a resisténcia vascular periférica (Pescatello et al., 2004). Estes
mecanismos podem ter contribuido para as reducGes da pressdo arterial e da
frequéncia cardiaca de repouso e explicar os efeitos do treinamento fisico sobre os
parametros hemodindmicos medidos no presente estudo.

Para verificar o efeito do treinamento no desempenho fisico dos animais,
foi realizado um teste de exaustéo e verificado o TTF. Os resultados mostraram
gue os animais normotensos treinados tiveram um TTF 50% maior em relagéo aos
animais normotensos sedentarios e que os animais hipertensos treinados tiveram
um TTF 47% maior em relacdo aos animais hipertensos sedentarios. O
destreinamento reverteu os efeitos do treinamento no TTF em todos os grupos. O

TTF aumentado nos ratos treinados no presente estudo, indica um aumento no
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desempenho fisico destes animais em funcdo do aumento da capacidade de
corrida, sugerindo uma melhora na capacidade aerébica induzida pelo treinamento
fisico. Neste sentido, estudos prévios mostraram que o treinamento fisico
aumentou a capacidade de corrida nos ratos Wistar e SHR (Melo et al., 2003;
Amaral et al., 2008; Jorddo et al., 2011). QOutros estudos, também mostraram
aumentos no desempenho fisico e na capacidade aerdbica, induzidos pelo
treinamento fisico, em ratos normotensos (Kemi et al., 2004; Evangelista et al.,
2005). Nestes estudos o destreinamento fisico reverteu estes ganhos.

ApOs observarmos os parametros hemodindmicos e de desempenho
fisico, analisamos os efeitos da hipertenséo, do treinamento e do destreinamento
nos indices de hipertrofia cardiaca. Observamos no presente estudo que a
hipertensdo promoveu um aumento no peso relativo dos ventriculos,
principalmente em funcdo do aumento significativo no peso relativo do ventriculo
direito nos ratos hipertensos. A hipertensdo arterial sisttémica, nos estagios
iniciais, promove um aumento no débito cardiaco com uma resisténcia periférica
normal. Com a progressdo da doenca, o débito cardiaco retorna a niveis normais e
a hipertrofia dos vasos sanguineos produz um aumento na resisténcia periférica
total, provocando um aumento do estresse sobre a parede ventricular esquerda,
levando a uma hipertrofia concéntrica. Esta € caracterizada pelo aumento da
espessura da parede ventricular e pela consequente reducdo da cdmara cardiaca e
do volume diastolico final (Doggrell & Brown 1998; Pawlush et al., 1993; Bing et
al., 2002; McMullen & Jennings, 2007).

O treinamento fisico aerdbico produz um aumento do comprimento dos
cardiomidcitos, gerando uma hipertrofia cardiaca de natureza excéntrica,
produzindo um aumento da dimensdo interna da camara ventricular e do volume
diastolico final, atenuando desta forma o estresse sobre a parede ventricular
imposta pela hipertensdo o que contribuiria para a manutencao da funcao cardiaca
normal (Moore et al.,, 1993; Atchley et al., 2007). No presente estudo, o
treinamento fisico aumentou o peso relativo dos ventriculos nos ratos do grupo
normotenso, contudo ndo foi observada diferenca nos ratos do grupo hipertenso.
Estudos prévios mostraram que ratas e ratos SHR treinados em esteira ndo
apresentaram diferencas nos pesos do coragéo e ventriculos comparados aos SHR
sedentarios (MacDonnell et al., 2005; Reger et al., 2006; Carneiro-Junior et al.,

2010). Os nossos resultados mostraram que o treinamento fisico reduziu o peso
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relativo do ventriculo direito nos ratos hipertensos, atenuando os efeitos da
hipertensdo sobre o ventriculo direito. O destreinamento por 4 semanas reverteu
as adaptacdes promovidas pelo treinamento fisico. Este resultado esta de acordo
com um estudo prévio, onde o treinamento fisico promoveu uma reducdo da
hipertrofia cardiaca em ratos SHR (Bertagnolli et al., 2008).

Apos observarmos os efeitos da hipertenséo e do treinamento fisico sobre
os indices de hipertrofia cardiaca, analisamos as caracteristicas das sparks
espontaneas de Ca*. Sera que a hipertensdo altera as caracteristicas das sparks
espontaneas de Ca?*? Nossos resultados mostraram que a hipertensdo aumentou a
frequéncia e reduziu a amplitude das sparks espontineas de Ca®* nos
cardiomidcitos dos ratos do grupo HS. Esses achados vdo de encontro a estudos
prévios que encontraram um aumento na frequéncia e uma reducdo na amplitude
das sparks espontaneas de Ca** em cardiomidcitos de ratos diabéticos (Shao et al.
2009), de ratos SHR (Kapur et al. 2010) e de ratos infartados com insuficiéncia
cardiaca (Kemi et al. 2011). Nossos resultados também mostraram que a
hipertensdo aumentou a frequéncia das sparks espontaneas apenas na regidao END
do VE nos cardiomidcitos dos ratos do grupo HSD. Contrério a isto, foi observada
uma reducdo da frequéncia das sparks espontaneas nas regides EPI e VD neste
grupo. A hipertensdo aumentou a amplitude, a largura, a durag&o, a Imax, 0 Tpico € @
T das sparks espontaneas nos cardiomiocitos dos ratos do grupo HSD.

Nos estagios iniciais da hipertensdo pode ocorrer um aumento na
atividade dos RyR2s (Chen-lzu et al., 2007). Os RyR2s estdo associados as
proteinas FKBP12.6, PKA, mAKAP, PP1 e PP2A, formando um complexo
macromolecular que regulam a atividade dos RyR2s (Marks, 2001). O
acoplamento entre os RyR2s é regulado pela proteina FKBP12.6, que se liga a
quatro mondmeros de RyR2 e tem a fungdo de estabilizar o canal, sendo
importante na manutencéo da atividade coordenada de liberagdo de Ca** durante a
sistole e a diastole (Marx et al.,, 2001). O aumento na atividade dos RyR2s
promovido pelo processo hipertensivo crénico pode promover disfungbes nos
RyR2s e consequentemente nas proteinas associadas a este canal (Bers, 2002a b;
Kemi et al., 2008). A dissociagdo da FKBP12.6 dos RyR2s é capaz de alterar
significativamente as propriedades biofisicas dos canais, aumentando a
sensibilidade dos RyR2s ao Ca®* e, em funcéo disso, aumentar a liberacéo de Ca**
devido a desestabilizacdo dos RyR2s (Marks, 2001). A deficiéncia na FKBP12.6
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promove o vazamento de Ca’* do RS levando a arritmias (Lehnart et al., 2006).
Em contrapartida, o aumento na expressdao da FKBP12.6 reduz a frequéncia, a
amplitude, a largura e a duracéo das sparks espontaneas de Ca’* (Gomez et al.,
2004). Outra proteina envolvida na regulagio da liberacdo de Ca®* pelos RyR2s é
a calcequestrina CASQ2. A CASQ?2 se liga ao RyR2s formando um complexo de
liberacdo de Ca** do RS. A CASQ2 modula a funcdo dos RyR2s da seguinte
maneira: quando a [Ca*"]rs é baixa, a CASQ2 se liga as proteinas triadina e/ou
junctina na membrana do RS e inibe a atividade dos RyR2s. Com a restauracao da
[Ca?*]rs, aumentos na [Ca?']rs inibe a ligacdo da CASQ2 com as proteinas da
membrana do RS, aumentando a atividade dos RyR2s (Gyorke e Terentyev,
2008). A deficiéncia na CASQ2 pode aumentar a sensibilidade dos RyR2s ao Ca**
e, consequentemente, aumentar a frequéncia de liberacdo de Ca®* do RS em
baixas concentragdes de Ca?* citosélico (Stevens et al. 2009). Modificacdes nestes
mecanismos induzidas pela hipertensdo poderiam explicar as alteracbes nas
caracteristicas das sparks espontaneas de Ca**, como a maior frequéncia e menor
amplitude das sparks espontaneas encontradas no presente estudo. Contudo, no
presente estudo, se a FKBP12.6 ou a CASQ2 estdo modificadas nos
cardiomidcitos dos ratos SHR, permanece a ser respondido.

Ainda em relacdo a hipertensdo foi mostrado em experimentos com
cardiomidcitos isolados de ratos SHR que a hipertensdo reduz a atividade e
expressdo da SERCA2a e aumenta a expressdo do transportador NCX (Andrawis
et al., 1988; Collins et al., 2005; Fowler et al., 2007). Estas alteracdes deletérias
reduzem a captacio do Ca®* pelo RS e aumentam a saida do Ca** dos
cardiomiécitos pelos NCX, reduzindo o contelido de Ca** do RS (Fowler et al.,
2007; Piacentino et al., 2003). Esses mecanismos podem estar relacionados as
alteracOes observadas nas caracteristicas morfoldgicas das sparks espontaneas de
Ca’" induzidas pela hipertensio observadas no presente estudo, como as reducdes
na amplitude, largura, duracdo, inclinacdo méxima da fase ascendente, constante
de tempo de decaimento e tempo para o pico das sparks espontaneas de Ca**
encontrados no grupo HS.

Sobre os efeitos divergentes da hipertensdo encontrados nas
caracteristicas das sparks espontaneas de Ca®" entre os grupos HS e HSD, é pouco
provavel que fatores temporais referentes a idade tenham influenciado, uma vez

que a diferenca entre 0s grupos € de apenas um més. Contudo, nédo esta claro no
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momento as causas destas divergéncias encontradas entre estes grupos no presente
estudo.

Apos a confirmacdo de que a hipertensdo altera as caracteristicas das
sparks espontaneas de Ca®* uma pergunta se faz necessaria: o treinamento fisico
pode reverter as alteracfes promovidas pela hipertensdo? Os resultados do
presente estudo mostraram que o treinamento fisico reduziu a frequéncia das
sparks espontaneas de Ca”" nas regiées END e EPI do VVE nos ratos normotensos.
O treinamento fisico aumentou a amplitude das sparks espontaneas de Ca®* nas
regides END e VD. Contréario a isto, o treinamento fisico reduziu a amplitude na
regido EPI do VE. Nos animais hipertensos nossos resultados mostraram que o
treinamento fisico atenuou o aumento na frequéncia das sparks espontaneas de
Ca®* nas regides END e VD. O treinamento fisico aumentou a amplitude das
sparks espontaneas de Ca’" nas regifes END e VD. Contrario a isto, 0
treinamento fisico reduziu a amplitude das sparks espontaneas na regido EPI do
VE nos cardiomiocitos dos ratos hipertensos. Estudos prévios mostraram que 0
treinamento fisico atenuou o aumento da frequéncia, bem como aumentou a
amplitude das sparks espontaneas de Ca®* em ratos diabéticos e com insuficiéncia
cardiaca (Shao et al. 2009; Kemi et al. 2011). Além da frequéncia e da amplitude
das sparks espontaneas de Ca*, nossos resultados mostraram também que o
treinamento fisico aumentou a FWHM, a largura total das sparks espontaneas de
Ca®*, a FDHM, a duracéo total das sparks espontaneas de Ca®*, o Tpico € @ T nas
regides END, EPI e VD nos ratos normotensos, e nas regides END e VD nos ratos
hipertensos. Foi observado também que o treinamento fisico reduziu a Inax Nas
regibes END, EPI e VD nos ratos normotensos. Nos ratos hipertensos o
treinamento fisico aumentou a Iyax Nas regiées END e VD e a reduziu na regido
EPI.

Nossos resultados sugerem que o treinamento fisico altera as
caracteristicas das sparks espontaneas de Ca”* nos ratos normotensos e atenua 0s
efeitos da hipertensdo sobre as caracteristicas destas nos ratos SHR. Esses
resultados v@o de encontro a outro estudo que mostrou que o treinamento fisico
melhorou o controle do Ca?* durante a diastole, reduzindo as ondas de Ca?*
espontaneas nos cardiomidcitos de ratos normais e com insuficiéncia cardiaca
(Kemi et al.,, 2011). Em outro trabalho, Shao et al. (2009) ndo observaram

alteracBes nas caracteristicas das sparks espontaneas de Ca®* induzidas pelo
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treinamento fisico em ratos normotensos. Em contrapartida, os autores
observaram que o treinamento fisico alterou as caracteristicas das sparks
espontaneas de Ca’* em animais diabéticos, revertendo os efeitos deletérios
causados pela diabetes sobre os RyR2s. Estes efeitos sobre a sinalizacdo de Ca?*
podem ser atribuidos a fatores como a modulacdo dos RyR2s e aumentos na
expressdo e atividade da proteina SERCA2a e do nimero de NCX na membrana
plasmatica das células, induzidos pelo treinamento fisico (Wisloff et al. 2001;
Wisloff et al. 2002; MacDonnell et al., 2005).

Sobre a modulagdo dos RyR2s, a sensibilidade destes canais ao Ca?*

2808 2814

pode ser regulada pela fosforilagdo dos RyR2s no nivel da Ser™" e Ser®™" pelas

proteinas PKA e CaMKII, respectivamente. Shao et al. (2009) analisaram a

2808 2814

fosforilacdo dos RyRs no nivel da Ser™" e Ser°™, observando que o diabetes

aumentou o nivel de fosforilagdo dos RyRs e o treinamento fisico atenuou estes

2808 quanto para Ser®*. O aumento na fosforilacdo dos

aumentos, tanto para Ser
RyR2s pode aumentar a sensibilidade destes canais ao Ca*, levando ao aumento
da frequéncia das sparks espontaneas. No presente estudo foi observado um
aumento na frequéncia das sparks espontaneas nos animais SHR, sendo que o
treinamento fisico atenuou estes aumentos.

O treinamento fisico pode aumentar a expressdo e a atividade da
SERCAZ2a (Wisloff et al. 2001; 2002). Isto pode melhorar a recaptacdo de Ca**
para 0 RS, aumentando a concentracdo deste ion no RS, o que pode levar ao
aumento da amplitude das sparks espontaneas de Ca®* (Cheng 2008; Shao et al.
2009). Este mecanismo pode estar envolvido nos aumentos induzidos pelo
treinamento fisico na amplitude, na largura, na duragéo, no Tpico € na t das sparks
espontaneas de Ca®* no presente estudo.

O presente estudo mostrou que o treinamento fisico reverteu as alteracdes
promovidas pela hipertensdo nas caracteristicas das sparks espontaneas de Ca*".
Serd que 4 semanas de destreinamento é capaz de reverter as alteracOes
promovidas pelo treinamento fisico nas caracteristicas das sparks espontaneas de
Ca?*?

Os resultados do presente estudo mostraram que o destreinamento fisico
por 4 semanas reverteu as alteracdes promovidas pelo treinamento na frequéncia
das sparks espontineas de Ca’* nos ratos normotensos. Contrario a isto, 0

destreinamento ndo reverteu as alteracdes promovidas pelo treinamento fisico na
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frequéncia das sparks espontaneas nos ratos hipertensos. Foi observado ainda que
o0 destreinamento fisico por 4 semanas ndo reverteu as alteragcbes promovidas pelo
treinamento na amplitude, na FWHM, na largura total ¢ na t das sparks
espontaneas de Ca®*. Além disso, o destreinamento ndo reverteu as alteracdes
promovidas pelo treinamento na FDHM nas regides END e VD nos ratos
normotensos e nas regides EPl e END nos hipertensos. Para a duragéo total das
sparks espontaneas de Ca®* os resultados mostraram que o destreinamento por 4
semanas reverteu os efeitos do treinamento nas regides EPI e VD. Para 0 Tyico, 0S
resultados mostraram que o destreinamento reverteu as alteragdes promovidas
pelo treinamento fisico apenas na regido EPI nos ratos normotensos e no VD nos
hipertensos. Para a Inax, 0S resultados mostraram que o destreinamento reverteu 0s
efeitos do treinamento fisico apenas na regido EPI dos ratos hipertensos. Carneiro-
Junior et al., (2010) estudaram os efeitos do treinamento e do destreinamento em
cardiomidcitos de ratos SHR e observaram que o destreinamento por 4 semanas
reverteu as adaptacdes promovidas pelo treinamento fisico na velocidade maxima
de relaxamento dos cardiomidcitos de ratos SHR. Kemi et al. (2004) em seu
estudo com ratas normotensas observaram que o treinamento fisico por 10
semanas aumentou a contratilidade, o transiente de [Ca®']; e diminuiu o tempo de
contracdo e o tempo de relaxamento em cardiomidcitos. O aumento da
contratilidade celular em resposta ao treinamento foi associado a uma maior
sensibilidade dos miofilamentos ao Ca**, sendo que as taxas de contracdo e
relaxamento foram aumentadas e associadas a aumentos paralelos no transiente de
[Ca®*].. Todas essas adaptagdes permaneceram até duas semanas, mas

desapareceram apds quatro semanas de destreinamento.

No6s mostramos até aqui os efeitos da hipertensdo, do treinamento fisico e
do destreinamento sobre as caracteristicas morfoldgicas das sparks espontaneas de
Ca®* nos cardiomidcitos de ratos Wistar e SHR. Todavia, sera que estes efeitos
acontecem de forma distinta entre as regides do ventriculo esquerdo destes

animais?

Estudos anteriores mostraram que h& diferencas nas propriedades
morfoldgicas, elétricas e mecanicas entre as regibes do VE em ratos e
camundongos (Diffe & Nagle 2003a; Natali et al. 2002; Dilly et al. 2006). Em

relagdo a estas diferencas, observa-se que a regido END possui um maior
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transiente de [Ca’"] (Figueredo et al 1993; Fowler et al 2005, Dilly et al., 2006),
uma maior frequéncia das sparks espontaneas de Ca®* (Dilly et al., 2006), uma
maior expressdo dos canais de Ca®* do tipo L (Wang & Cohen, 2003) e uma maior
expressao dos RyR2s (Dilly et al., 2006). Estes mecanismos aumentados na regido
END podem explicar, pelo menos em parte, as ineréncias encontradas nas
caracteristicas das sparks espontaneas de Ca’* entre as regies END e EPI no
presente estudo, como uma maior frequéncia na regido END, (grupos HS, HSD e
HD), uma maior amplitude na regido END (grupos NT e HT), maiores largura e
duracdo encontradas na regido END (grupo HT) e uma maior Inax também na
regido END (grupos NS, NT e HT).

Em contrapartida, os resultados do presente estudo mostraram valores
menores na regido END, em relacdo a regido EPI, para a amplitude (grupos NS,
NSD, ND, HSD e HD), a largura das sparks (grupos NS, NT e NSD), a FDHM
(grupos NS e NT), a duracdo total das sparks (grupos NS, NT e HT), 0 Tpico
(grupos NS e HSD), a t (grupos NS, NT ¢ HSD) e a Inax (grupos NSD, ND, HSD
e HD). Estudos anteriores mostraram uma menor expressdo da SERCA2a na
regido END (Laurita et al., 2003) e uma maior expressdo do NCX na regido EPI
em cardiomiocitos de caes (Xiong et al., 2005). Uma maior frequéncia das sparks
observada nos cardiomidcitos da regido END, associada a uma menor expressao
da SERCAZ2a nesta regido, podem fazer com que o contetido de Ca®* no RS seja
menor na regido END em comparacdo a regido EPI. Isto pode explicar, pelo
menos em parte, as menores amplitude, largura e duracdo das sparks encontradas
nos cardiomidcitos da regido END, em comparagdo a regido EPI, no presente
estudo. Por fim, cabe ressaltar que as diferencas regionais tém sido observadas em
vérias espécies e sdo divergentes em alguns casos. Por exemplo, 0 [Ca®*]rs € @ lcaL
mostraram-se maiores na regido EPI em cardiomidcitos de cdes (Cordeiro et al.,
2004). Em contrapartida, Wang & Cohen, (2003) observaram que a corrente lgy_ €
maior na regido END também em cardiomidcitos de cées. Além disso, Laurita et
al. (2003) observaram que a expressao do NCX foi maior na regido END em
cardiomiocitos de cdes, sendo o mesmo observado em cardiomiocitos de
camundongos (Dylly et al., 2006). Contrario a isto, Fowler et al. (2005) n&o
encontraram diferencas regionais na expressao do NCX nos cardiomidcitos do VE

de ratos. Dado este quadro de divergéncias e a diversidade de mecanismos
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envolvidos, mais estudos tornam-se necessarios para a melhor compreensao das

diferencas entre as regides do VE.
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6- CONCLUSOES

- A hipertensdo arterial aumentou a frequéncia e reduziu a amplitude, a
FWHM, a FDHM, a largura e duragdo total, a T € o Tpico, Nas regides EPl e VD e
reduziu a Imax das sparks espontaneas de Ca®* nos cardiomidcitos dos ratos do
grupo HS. A hipertensdo arterial aumentou a frequéncia das sparks espontaneas
na regido END e reduziu nas regides EPI e VD. Aumentou a amplitude, a FWHM,
a FDHM, a largura e duragdo total, a T, 0 Tpico € @ Imax das sparks espontaneas de

Ca®* nos cardiomiécitos dos ratos do grupo HSD.

- O treinamento fisico alterou as caracteristicas das sparks espontaneas
de Ca®* nos ratos Wistar e atenuou os efeitos deletérios da hipertensdo sobre as

caracteristicas das sparks espontaneas de Ca®* nos ratos SHR.

- O destreinamento por 4 semanas ndo reverteu todos os efeitos
promovidos pelo treinamento nas caracteristicas das sparks espontaneas de Ca?*
nos ratos Wistar e SHR.

- As caracteristicas das sparks espontaneas de Ca®* acontecem de forma
distinta entre as regides END e EPI do ventriculo esquerdo dos ratos Wistar e
SHR.
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8- ANEXOS

Tabela 6. Frequéncia das sparks espontaneas de Ca*".

Grupos Frequéncia das sparks (sparks x 100 um™ x s™)
END EPI VD
10 20 30 10 20 30 10 20 30
quartil  quartil  quartil quartil  quartil  quartil  quartil  quartil quartil

NS 281 421 5,61 1,75 4,21 5,61 1,40 2,81 5,61
NT 1,40 2,81° 5,61 1,40 2,81* 561 1,40 281 421
HS 421  561° 9,82* 281 561% 842 2,81 561% 11,23
HT 281  421°° 702 281  421°% 982 2,81 421° 561
NSD 281 421 7,02 281 421 9,82 2,81 421 8,42
ND 281 421 7,04 2,81 5,61 8,42 2,81 421 5,61
HSD 2,81 5619* 11,23 1,40 2,81¢ 4,21 2,46 282¢ 561
HD 2,81 561 842° 281 421°" 561 2,81 421° 8427

Os dados sdo expressos como 1°, 2° e 3° quartis da mediana. NS= grupo normotenso sedentario; NT=
grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentério; HT= grupo hipertenso treinado; NSD=
grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo
hipertenso sedentario por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do
subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD=
ventriculo direito. (a) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NS; (b) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo ao grupo HS; (c) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo ao grupo HSD; (d) indica
diferenca (p<0,05) em relacéo ao grupo NSD; (e) indica diferenca (p<0,05) em relagdo ao grupo NT;
(f) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo ND; (*) indica diferenca (p < 0,05) entre as regides
END e EPI;

Tabela 7. Amplitude das sparks espontaneas de Ca**.

Grupos Amplitude das sparks (AF/Fy)
END EPI VD
10 20 30 10 20 30 10 20 30
quartil quartil quartil quartil  quartil  quartil quartil  quartil  quartil

NS 0,283 0,305 * 0,334 0,255 0,328 0,379 0,300 0,334 0,369
NT 0,244 0334** 0,387 0,215 0,305® 0,369 0,208 0,337% 0,305
HS 0,208 0,262%* 0,305 0,201 0,255% 0,314 0,177 0,238% 0,297
HT 0,269 0,312°°* 0,356 0,181 0,243°° 0,322 0,293 0,324°° 0,365
NSD 0,177 0,214 * 0,326 0,211 0,263 0,340 0,180 0,228 0,360
ND 0261 0304%* 035 0291 0,320° 0354 0332 0361° 0,389
HSD 0219 0,246 0287 0306 0,341% 0377 0284 0322° 0,366
HD 0,254 0,293°'* 0342 0,28 0316°" 0350 0,223 0,286°" 0,334

Os dados sdo expressos como 1°, 2° e 3° quartis da mediana. NS= grupo normotenso sedentério; NT=
grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentéario; HT= grupo hipertenso treinado; NSD=
grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo
hipertenso sedentario por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do
subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD=
ventriculo direito. (a) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NS; (b) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo ao grupo HS; (c) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo ao grupo HSD; (d) indica
diferenca (p<0,05) em relacéo ao grupo NSD; (e) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo NT;
(f) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo ND; (*) indica diferenca (p < 0,05) entre as regifes
END e EPI;
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Tabela 8. Largura total da spark na metade da amplitude méxima (FWHM).

Grupos FWHM (um)
END EPI VD
1° 20 3° 1° 20 3° 1° 20 3°
quartil quartil  quartil quartil  quartil  quartil quartil  quartil  quartil

NS 0,84 0,98* 1,12 0,84 1,12 1,54 0,84 0,98 1,40
NT 0,84 1,12%* 1,96 0,98 1,54¢ 2,38 0,98 1,54¢ 2,38
HS 0,84 0,84% 1,12 0,84 0,982 1,12 0,84 0,84 ° 1,12
HT 0,84 0,98°¢* 126 0,84 0,84° 1,12 0,84 0,98°¢ 1,26
NSD 0,70 0,84 1,12 0,70 0,84 1,12 0,84 0,84 1,12
ND 0,84 098¢ 112 084 098 1,12 084 098¢ 112
HSD 0,84 098¢ 112 084 098" 140 084 098° 126
HD 0,84 0,98 1,26°" 0,84 0,98 1,26°" 0,84 0,98 1,12°

Os dados sdo expressos como 1°, 2° e 3° quartis da mediana. NS= grupo normotenso sedentario; NT=

grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentéario; HT= grupo hipertenso treinado; NSD=

grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo

hipertenso sedentario por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do

subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD=

ventriculo direito. (a) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NS; (b) indica diferenca (p <

0,05) em relagdo ao grupo HS; (c) indica diferenca (p < 0,05) em rela¢do ao grupo HSD; (d) indica

diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo NSD; (e) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo NT;

(f) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo ND; (*) indica diferencga (p < 0,05) entre as regibes

END e EPI;

Tabela 9. Duracéo total da spark na metade da amplitude méxima (FDHM).
Grupos FDHM (ms)

END EPI VD
1° 20 3° 1° 20 3° 1° 20 3°
quartil quartil  quartil quartil quartil  quartil  quartil  quartil  quartil

NS 6,25 7,50 * 8,75 7,50 8,75 12,50 6,25 7,50 10,00
NT 7,50 10,00** 15,00 750 11,25° 18,75 7,50 11,87° 17,50
HS 6,25 7,50 8,75 6,25 7,50° 8,75 6,25 7,50 8,75°
HT 6,25 750° 11,25°* 6,25  7,50° 875 625  750° 10,00°
NSD 6,25 6,25 8,75 6,25 7,50 8,75 6,25 7,50 8,75
ND 6,25 750 875 625 750 875 625 7,50 9,68°
HSD 6,25 750° 875 750 875 11,25 6,25 7,50 10,00°
HD 6,25 7,50 10,00°" 625 750 10,000 625 7,50 10,00

Os dados sdo expressos como 1°, 2° e 3° quartis da mediana. NS= grupo normotenso sedentario; NT=
grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentéario; HT= grupo hipertenso treinado; NSD=
grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo
hipertenso sedentario por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do
subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD=
ventriculo direito. (a) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NS; (b) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo ao grupo HS; (c) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo ao grupo HSD; (d) indica
diferenca (p<0,05) em relacéo ao grupo NSD; (e) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo NT;
(f) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo ND; (*) indica diferencga (p < 0,05) entre as regibes
END e EPI;
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Tabela 10. Largura total das sparks.

Grupos Largura total das sparks (um)
END EPI VD
10 20 30 10 20 30 10 20 30
quartil ~ quartil quartil  quartil quartil quartil quartil  quartil  quartil

NS 0,98 1,12* 1,40 1,12 1,40 2,52 0,98 1,12 1,82
NT 0,98 1,54%* 350 1,12 2,38% 434 1,26 2,66° 4,90
HS 0,84 1,12 1,40 0,98 1,12* 140 084 1,12 1,402
HT 0,98 1,26 °¢* 1,82 0,98 1,12¢ 1,40 0,98 1,26°¢ 1,82
NSD 084 098* 140 0,84 1,12 1,40 0,98 1,12 1,54
ND 0,98 1,12 ¢ 1,30 0,98 1,12 1,30 0,98 1,12 1,40 ¢
HSD 0,98 1,12 ¢ 1,40 0,98 1,26 224 0,98 1,26 ¢ 1,82
HD 0,98 1,12 1,54¢" 0,98 1,12¢ 1,687 0,98 1,12°¢ 1,54

Os dados sdo expressos como 1°, 2° e 3° quartis da mediana. NS= grupo normotenso sedentério; NT=
grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentério; HT= grupo hipertenso treinado; NSD=
grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo
hipertenso sedentario por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do
subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD=
ventriculo direito. (a) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NS; (b) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo ao grupo HS; (c) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo ao grupo HSD; (d) indica
diferenca (p<0,05) em relacéo ao grupo NSD; (e) indica diferenca (p<0,05) em relagdo ao grupo NT;
(f) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo ND; (*) indica diferencga (p < 0,05) entre as regides
END e EPI;

Tabela 11. Duracéo total das sparks

Grupos Duracéo total da spark (ms)
END EPI VD
10 2° 3° 1° 20 3° 1° 20 3°

quartil ~ quartil quartil  quartil quartil quartil quartil  quartil  quartil
NS 8,75 10,00* 12,50 8,75 12550 21,25 8,75 10,00 15,00
NT 8,75 12,50°* 28,75 10,00 18,75% 38,75 10,00 21,25% 43,12
HS 7,50 8,75 11,25 750 10,00% 12,50 7,50 8,75% 12,50
HT 8,75 10,00°¢ 16,25 * 750 10,00° 12,50 8,75 10,00°¢ 15,00
NSD 7,50 8,75 11,25 7,50 8,75 11,25 7,50 10,00 13,75
ND 7,50 10,009 12,50 7,50 8,75 11,25 7,81 10,00 12,50
HSD 7,50 10,00¢ 12,50 875 11,25° 1750 875 10,00  15,00°
HD 8,75 10,00  13,75°" 875 10,00 13,75 750 1000  13,75°

Os dados sdo expressos como 1°, 2° e 3° quartis da mediana. NS= grupo normotenso sedentario; NT=
grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentério; HT= grupo hipertenso treinado; NSD=
grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo
hipertenso sedentario por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do
subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD=
ventriculo direito. (a) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NS; (b) indica diferenga (p <
0,05) em relagdo ao grupo HS; (c) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo ao grupo HSD; (d) indica
diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo NSD; (e) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo NT;
(f) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo ND; (*) indica diferenga (p < 0,05) entre as regifes
END e EPI;
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Tabela 12. Tempo até o pico das sparks (Tpico)-

Grupos Thico (MS)
END EPI VD
10 20 30 10 20 30 10 20 30
quartil ~ quartil quartil  quartil quartil quartil quartil  quartil  quartil

NS 2,50 3,75* 5,00 3,75 5,00 7,50 3,75 3,75 6,25
NT 3,75 5,00¢ 8,75 3,75 6,25% 9,06 3,75 6,25° 8,75
HS 2,50 3,75 5,00 2,50 3,75% 5,00 2,50 3,75 5,00%
HT 375 375 750°* 250 375° 625 375 375°  6,25°
NSD 2,50 3,75 4,75 2,50 3,75 5,00 2,50 3,75 5,50
ND 2,50 3,75 5,00 ¢ 2,50 3,75 5,00 2,50 3,75 6,25 ¢
HSD 250 3,75 500°* 375 500° 750 250 375 6,25 ¢
HD 2,50 3,75 6,25°" 250 375° 625" 250 3,75 6,25

Os dados sdo expressos como 1°, 2° e 3° quartis da mediana. NS= grupo normotenso sedentério; NT=
grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentério; HT= grupo hipertenso treinado; NSD=
grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo
hipertenso sedentario por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do
subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD=
ventriculo direito. (a) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NS; (b) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo ao grupo HS; (c) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo ao grupo HSD; (d) indica
diferenca (p<0,05) em relacéo ao grupo NSD; (e) indica diferenca (p<0,05) em relagdo ao grupo NT;
(f) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo ND; (*) indica diferenca (p < 0,05) entre as regies
END e EPI;

Tabela 13. Inclinacdo maxima da fase ascendente da spark (Imax).

Grupos Imax (AF/Fols)
END EPI VD
10 20 30 10 20 30 10 20 30
quartil quartil quartil quartil  quartil  quartil quartil  quartil  quartil

NS 50,54 6327* 7645 4883 62,90 80,39 52,19 65,93 84,69
NT 4386 57,62°%* 7520 3851 5267% 7218 41,71 59,24% 82,70
HS 3880 51,81° 67,26 39,72 52,84% 67,80 3594 4847° 6381
HT 4766  61,52°°* 77,03 36,08 49,68°° 6656 50,29 63,44°°% 7859
NSD 37,68 50,92 * 66,73 42,66 57,01 7434 3759 5271 71,74
ND 46,95 61,13°* 7865 51,02 64,63° 8223 5805 7296° 8972
HSD 4093 5250°* 66,44 50,94 64,70° 8126 49,12 61,94° 7953
HD 4505 59,20°'* 7401 4941 6351 80,04 42,15 5593°" 73,19

Os dados sdo expressos como 1°, 2° e 3° quartis da mediana. NS= grupo normotenso sedentario; NT=
grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentario; HT= grupo hipertenso treinado; NSD=
grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo
hipertenso sedentario por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do
subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD=
ventriculo direito. (a) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NS; (b) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo ao grupo HS; (c) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo ao grupo HSD; (d) indica
diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo NSD; (e) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo NT;
(f) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo ND; (*) indica diferenca (p < 0,05) entre as regifes
END e EPI;
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Tabela 14. Constante de tempo de decaimento das sparks (7).

Grupos 7 (ms)
END EPI VD
10 20 30 10 20 30 10 20 30

quartil  quartil  quartil  quartil quartil quartil  quartil quartil quartil
NS 4,92 6,85 * 945 531 7,51 12,15 5,37 7,35 11,19
NT 579  872%* 1653 6,61 10,61% 22,80 6,91 11,16% 22,93
HS 4,70 6,42 9,50 4,61 6,392 9,20 4,57 6,35° 9,34
HT 5,23 7,27%¢% 1124 459 6,43 ° 9,28 5,32 7,17¢% 11,16
NSD 4,32 6,11 8,99 4,40 6,26 9,07 4,49 6,34 9,24
ND 4,93 6,79 9,73 485 6,58 921 5,118 7,01 9,92
HSD 459  6,38°%* 9,30 5,50 789% 1262 536 7,309 10,90
HD 5,01 7,07 °" 10,49 5,18 711°" 10,33 4,84 661°" 9,94

Os dados sdo expressos como 1°, 2° e 3° quartis da mediana. NS= grupo normotenso sedentario; NT=
grupo normotenso treinado; HS= grupo hipertenso sedentéario; HT= grupo hipertenso treinado; NSD=
grupo normotenso sedentario por 12 semanas; ND= grupo normotenso destreinado; HSD= grupo
hipertenso sedentério por 12 semanas; HD= grupo hipertenso destreinado. END= regido do
subendocardio do ventriculo esquerdo; EPI= regido do subepicardio do ventriculo esquerdo; VD=
ventriculo direito. (a) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao grupo NS; (b) indica diferenca (p <
0,05) em relagdo ao grupo HS; (c) indica diferenca (p < 0,05) em rela¢do ao grupo HSD; (d) indica
diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo NSD; (e) indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo NT;
(f) indica diferenca (p<0,05) em relacéo ao grupo ND; (*) indica diferenga (p < 0,05) entre as regides
END e EPI;
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