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Resumo 
 



 

A hipertensão arterial sistêmica é uma das principais 

causas de hipertrofia ventricular. Dados clínicos e experimentais mostram 

que a hipertrofia ventricular é fator independente de risco cardiovascular 

associado à maior morbidade. Isto se deve à remodelação cardíaca em 

resposta a sobrecarga de pressão. Na remodelação cardíaca é observada 

a hipertrofia ventricular, alteração na matriz extracelular evidenciada por 

aumento no colágeno intersticial, alteração nos vasos arteriais 

caracterizada por hipertrofia da camada média da parede vascular e 

alteração na geometria ventricular. A remodelação ventricular é a causa 

de disfunção cardíaca que culmina no surgimento da insuficiência 

cardíaca congestiva. 

Considerando-se que a hipertensão arterial é importante 

causa de comprometimento cardiovascular, assim como o envelhecimento 

é fator que pode levar à insuficiência cardíaca, a nossa hipótese de 

trabalho é de que a hipertensão arterial é fator aditivo ao envelhecimento 

para a remodelação cardíaca e disfunção ventricular. 

O objetivo do trabalho foi avaliar a função cardíaca e a 

homeostase do cálcio em ratos hipertensos durante o envelhecimento. 

Foram estudados ratos espontaneamente hipertensos 

(SHR) e ratos controles não hipertensos (WKY) com idade de 30 semanas 

(SHR30, n=09 e WKY30, n=10), 45 semanas (n=7) e SHR 45 (n=8), 60 

semanas WKY60 (n=8) e SHR 60 (n=11) e 90 semanas WKY90 (n=10) e 

SRH 90 (n=17). 

A função cardíaca foi avaliada por meio de coração 

isolado pela técnica de Langerdorff e a seguintes variáveis foram 

consideradas: V0 – volume do coração para pressão diastólica de 

0mmHg, VE/V0 – relação entre peso do ventrículo esquerdo (VE) e V0 

como índices de geometria ventricular. A função sistólica foi avaliada 



 

pelas variáveis +dp/dt, relação pressão-volume sistólica (RPVsist) e 

relação stress-strain sistólica (R-SSist).  

A função diastólica foi analisada pelas variáveis -dp/dt, 

complacência ventricular (∆V20), derivada da relação pressão-volume 

diastólica e obtida com volume diastólico necessário para obter pressão 

diastólica de 20mmHG. A rigidez passiva distólica (Stress20), foi obtida a 

partir da relação “stress-strain” diastólica e mensurada como estresse 

diastólico para Strain de 20%. 

A remodelação cardíaca foi verificada através de dados 

de peso do ventrículo esquerdo (VE), fração de colágeno intersticial (CVF) 

e área seccional do miócito (ASM). 

A homeostase do cálcio foi estudada por meio de 

quantificação da expressão do RNA mensageiro no miócito, das proteínas 

reguladoras do trânsito de cálcio, Serca 2a, fosfolambam e receptores dos 

canais rianodínicos (RyR). 

Nos animais hipertensos houve diminuição da câmara 

ventricular mensurada pelo V0 (µL) com o aumento da idade e o efeito 

oposto ocorreu nos animais não hipertensos. Observou-se hipertrofia 

concêntrica, mensurada pela variável VE/V0, nos animais hipertensos e 

este dado foi maior nos animais idosos. 

 A função sistólica, avaliada pela variável 

+dp/dt(mmHg/s), mostrou melhor desempenho do coração hipertrofiado 

em comparação ao controle WKY e houve queda do desempenho nos 

ratos idosos, independente da cepa. No entanto, ao avaliarmos a função 

sistólica pela variável R Pv sist, observamos que a função ventricular do 

VE está melhor na cepa. O mesmo ocorreu com a variável RSSsis. 

Ambas as variáveis mostraram que há diminuição da função com 

envelhecimento. Assim, a velocidade de geração de força é maior no 



 

coração hipertrofiado, porém esta hipertrofia não significa 

necessariamente melhor função sistólica. As relações PV sist e SS sist 

mostraram que a câmara ventricular e o músculo cardíaco dos corações 

não hipertrofiados apresentaram melhores funções sistólicas que o 

coração hipertrofiado. Estes resultados mostram a dificuldade em 

caracterizar a função sistólica e a utilização de vários índices é uma 

tentativa de obter dados que reflitam a verdadeira função contrátil 

independente da massa e da geometria ventricular. 

Esta dificuldade também é expressa na caracterização da 

função diastólica e no trabalho utilizamos a velocidade máxima de queda 

da pressão na unidade de tempo, que mostrou ser maior nos corações de 

ratos hipertensos em relação ao controle. Não houve alteração desta 

variável em decorrência do envelhecimento. A medida de complacência 

(∆V20) não mostrou diferença entre as cepas, exceto para a idade de 45 

semanas e houve aumento nas idades mais avançadas em ambas as 

cepas  

A rigidez passiva miocárdica mensurada pelo stress20 foi 

maior nos ratos hipertensos SHR e houve aumento progressivo e linear 

nos ratos com a idade em ambas as cepas. A maior rigidez passiva no 

grupo SHR, em parte, pode ser atribuída ao aumento do colágeno 

intersticial medido pelo CVF e pela menor expressão do RNAm para 

Serca 2a. Entretanto, a CVF e o Serca 2a não modificaram com o 

aumento da idade, na cepa SHR. Assim, no coração hipertrofiado, a 

alteração de função diastólica com a idade não foi circunstanciada à 

presença maior de fibrose e tampouco à homeostase do cálcio. Outros 

fenômenos associados ao envelhecimento devem ter papel na gênese da 

disfunção diastólica do envelhecimento em corações hipertrofiados. Em 

corações da cepa WKY não hipertensos, observou-se que a queda 

progressiva de expressão do RNAm para a Serca 2a e este fato deve ter 

contribuído para maior disfunção diastólica. 



 

Em ambas as cepas de animais não houve modificação 

na expressão do RNAm dos receptores rianodínicos e de fosfolambam, 

demonstrando que estas proteínas, participantes da homeostase do 

cálcio, não estão alterada no envelhecimento, associados ou não com 

hipertrofia ventricular. Em conclusão, a remodelação cardíaca nos ratos 

hipertensos foi caracterizada pela hipertrofia concêntrica e aumento do 

colágeno intersticial. Na amostra estudada verificou-se diminuição de 

função sistólica e diastólica com a idade e não houve evidência de 

deterioração da função cardíaca pela associação da hipertrofia ventricular 

com o envelhecimento e a expressão do Serca 2a diminuiu com o 

envelhecimento em animais não hipertensos e tem permanecido 

inalterado nos animais hipertensos. A homeostase do cálcio não foi 

dependente da expressão de receptores de canais rianodínicos e 

tampouco do fosfolambam que não modificaram com a idade e hipertrofia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 
 
 



 

The hypertension is a major cause of ventricular 

hypertrophy. Clinical and experimental data showed that ventricular 

hypertrophy is independent factor for cardiovascular risk associated with 

higher morbidity. This is due to cardiac remodeling in response to pressure 

overload. Ventricular hypertrophy increase interstitial collagen, vascular 

media layer hypertrophy of wall and change in ventricular geometry is 

observed in cardiac remodeling. The ventricular remodeling is the cause of 

cardiac dysfunction that culminates in congestive heart failure. 

Considering that hypertension is a major cause of 

cardiovascular disease and the aging is factor that can lead to heart 

failure, we hypothesized that hypertension and aging have an additive 

efect on cardiac remodeling and ventricular dysfunction.  

The objective was to assess the ventricular function and 

mesure the mRNA of protein evolued calcium homeostasis in hypertensive 

rats during aging.  

We studied spontaneously hypertensive rats (SHR) and 

non hypertensive controls rats (WKY) aged 30 weeks (SHR30, n = 09 in 

WKY30, n = 10), 45 weeks (n = 7) and SHR 45 (n = 8) , 60 weeks WKY60 

(n = 8) and SHR 60 (n = 11) and 90 weeks WKY90 (n = 10) and SRH 90 

(n = 17). 

Cardiac function was studied in isolated beating heart 

according to Langerdorff technique and the following variables were 

considered: V0 - volume of the heart to diastolic pressure of 0mmHg, 

VE/V0 - relationship between the left ventricle weight (LV) and V0 as an 

index of ventricular geometry. The systolic function was evaluated by; + 

dp/dt, systolic pressure-volume relationship (RPVsist) and systolic stress-

strain relationship (R-SSist). The diastolic function was examined by:-

dp/dt, ventricular compliance (∆V20), measured as diastolic volume 



 

necessary to increases diastolic pressure from 0 to 20mmHG and passive 

stiffness (Stress20), mesured as stress corresponding to strain 20%.  

The cardiac remodeling was evaluated by left ventricular 

weight, collagen volume fraction (CVF) and the myocyte sectional area 

(ASM). 

The calcium homeostasis has been studied by 

quantification Serca 2a, phospholambam and ryanodine receptor mRNA 

from cardiac tissue of both strain at different age. 

Aged hypertensive rats showed a diminished ventricular 

volume measured by V0(µL), and opposite effect occurred in non-

hypertensive rats. There was concentric hypertrophy, measured by the 

variable VE/V0, in hypertensive animals, and it was increased in elderly 

animals  

The systolic function, evaluated by + dp / dt (mmHg / s), 

showed better performance of the hypertrophic heart compared to the 

control WKY and there was fall in performance with aging, regardless of 

the strain. However, the systolic function analysed by RPV sist (mmHg / 

mL) showed a better ventricular function in WKY. A similar result was 

observed with RSSsist. Both variables showed decreased function with 

aging. Therefore, the force generation velocity is higher in hypertrophic 

heart. However, this hypertrophy does not necessarily mean better systolic 

function. Systolic Pressure-volume and stress-strain relationship showed 

that non-hypertrophic ventricular chamber and cardiac muscle had better 

systolic functions that hypertrophic heart. These results show the difficulty 

in characterizing the systolic function and the use of various indices is an 

attempt to obtain data that reflect the true contractile function independent 

of ventricular mass and geometry.  



 

This difficulty also ocurr in studying diastolic function. At 

work we use the maximum velocity of the pressure decay, which showed 

to be increased in the hearts of hypertensive rats compared to the control.  

The ventricular of compliance (∆V20) showed no 

difference between the strains except for the age of 45 weeks and there 

was an increase in old age in both strains  

The passive myocardial stiffness measured by stress20 

was higher in hypertensive rats SHR and there was progressive and linear 

increase with the age in both strains. Higher passive stiffness in the SHR 

group, in part, can be attributed to the increased interstitial collagen 

measured by the and the lower expression of the mRNA for Serca 2a. 

However, the CVF and Serca 2a did not change with age, in the SHR 

strain. Therefore, in aged heart, of heart hypertrophied, the alteration in 

diastolic function with age was not explained by fibrosis or mRNA 

expression of calcium homeostasis regulatory protein. In hearts of the 

WKY strain, the progressive decay of expression of mRNA for Serca 2a, 

might have contributed to diastolic dysfunction in group.  

In both strains there was no change in the mRNA 

expression of ryanodine and phospholambam receptors, showing that 

these proteins, are not altered in aging. In conclusion the cardiac 

remodeling in hypertensive rats was characterized by concentric 

hypertrophy and increased interstitial collagen. In the study, it was 

observed decrease of systolic and diastolic function with age and there 

was no evidence of deterioration in cardiac function with the association of 

ventricular hypertrophy and aging. The expression of Serca 2a decreases 

with aging in non-hypertensive rats and remain unchanged in hypertensive 

animals. The calcium homeostasis was not dependent of the expression of 

ryanodine receptor or phospholambam and both did not change with age 

and hypertrophy. 
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1.1. Hipertensão Arterial e Remodelação Miocárdica 

 

A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é uma das 

principais causas de complicações cardiovasculares em nosso meio, 

devido à sua alta incidência e pelo fato de ser uma doença insidiosa e 

silenciosa, ela é subdiagnosticada. Freqüentemente, o seu diagnóstico é 

efetuado quando há complicações ou comprometimento de órgãos alvos 

como o coração, cérebro e rins1. A hipertensão arterial é um fator de risco 

cardiovascular, sendo sobrepujada apenas pela doença aterosclerótica 

coronariana como agente etiológico de insuficiência cardíaca 

congestiva2,3,4. A hipertrofia ventricular esquerda secundária à hipertensão 

arterial sistólica é acompanhada por alterações nos miócitos, no tecido 

intersticial, fibras colágenas e no sistema tecido vascular5. Modificações 

na geometria, composição do tecido cardíaco e expressão gênica 

caracterizam o que denominamos remodelação miocárdica. A 

remodelação miocárdica é a resposta adaptativa a diversos estímulos 

como a sobrecarga de pressão e volume, ativação neurohormonal, 

inflamação e outros agentes físicos e biológicos.  

Modelos experimentais são largamente utilizados em estudos 

sobre fisiopatologia da remodelação cardíaca induzida pela hipertensão 

arterial. O rato espontaneamente hipertenso (SHR) é o modelo que mais 

se aproxima da hipertensão arterial essencial humana, pois apresenta 

características similares como aumento da resistência periférica total, 

débito cardíaco normal, volemia normal ou levemente reduzida e 

progressiva hipertrofia ventricular esquerda6. Os SHRs começam a 

desenvolver aumento de pressão arterial entre 6 e 8 semanas de vida, 

apresentando nível de pressão considerada como hipertensão entre a 8a 

e a 14a semanas, atingindo um platô entre a 20a e 28a semanas7. 
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1.2. Função Cardíaca e Envelhecimento 

 

No envelhecimento, ocorrem mudanças no sistema 

cardiovascular, como aumento da rigidez arterial, aumento da pós-carga, 

e da massa do VE, e modificação da complacência miocárdica que 

resultam em alterações na fisiologia do coração. As modificações 

cardíacas em decorrência do envelhecimento são atribuídas a deposição 

de substâncias fucsínicas, hipertrofia, perda de miócitos por apoptose e 

isquemia relativa8,9.  

As mudanças na fisiologia cardiovascular devem ser 

diferenciadas dos efeitos patológicos tais como da doença artérial 

coronariana, que ocorrem com freqüência crescente enquanto a idade 

aumenta10.  

Na hipertensão sistólica isolada, o aumento da massa 

ventricular do VE é fator associado a maior morbidade e mortalidade entre 

indivíduos mais velhos11. 

A doença hipertensiva aumenta o risco de disfunção 

diastólica. Os mecanismos fisiopatológicos que governam a função 

diastólica são complexos e influenciados por muitas variáveis, 

particularmente a idade12,13,14,15, embora estudos recentes têm 

demonstrado a ocorrência de disfunção diastólica em fases incipientes da 

doença cardíaca hipertensiva, na qual ainda não se encontra presente a 

hipertrofia cardíaca16.  

As manifestações da doença cardíaca hipertensiva e do 

envelhecimento do coração são similares: Hipertrofia ventricular, fibrose 

do miocárdio e danos na função ventricular e na hemodinâmica coronária 

caracterizam ambas17. Tanto a idade como a hipertensão predispõem a 

remodelação vascular com aumento na espessura vascular e aumento na 
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velocidade e magnitude da onda de deslocamento da pressão arterial18. 

Estes dados podem sugerir a ocorrência de efeito somatório do 

envelhecimento e da HAS sobre o sistema cardiovascular. 

Shapiro e cols19 observaram em cães hipertensos idosos 

maior rigidez arterial em relação a cães jovens; no entanto, ambos 

apresentaram a mesma resposta vascular com infusão de fenilefrina, 

mostrando manutenção da resistência vascular total em manobras que 

aumentam a pós-carga. Esta alteração na resposta vascular em cães 

idosos e hipertensos não levou à hipertrofia ventricular mensurada pelo 

peso, mas ao menor volume ventricular nos cães velhos hipertensos, em 

relação aos cães jovens.   

Estes achados sugerem que a hipertensão induz 

deslocamentos para cima e para a esquerda da curva pressão-volume 

sistólica e diastólica. Entretanto, outros trabalhos evidenciaram aumento 

do volume diastólico e sistólico finais com manutenção da fração de 

ejeção em decorrência do envelhecimento20, bem como hipertrofia do 

ventrículo21 e comprometimento na capacidade de dilatação coronária22. 

Portanto, alterações de função cardíaca no envelhecimento são 

caracterizadas por redução da complacência ventricular23, mesmo na 

ausência de hipertrofia, menor distensibilidade vascular que promove 

aumento da pressão diastólica por deterioração das fibras elásticas e 

formação de colágeno no interstício. 

Estudos em seres humanos, como o realizado em 

Baltimore, demonstraram que o trabalho cardíaco, em repouso e durante 

o exercício, e a fração da ejeção eram inalterados durante o 

envelhecimento24, apesar das alterações pronunciadas e bem 

documentadas no enchimento do ventrículo esquerdo e na complacência 

diastólica25. Em contraste, vários trabalhos em diversas espécies de ratos 

usando coração isolado26 ou músculo papilar27 indicaram alterações não 
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somente na tensão de repouso, mas também na contração e no 

relaxamento ativo. Tal discrepância entre os dados obtidos in vivo e 

aqueles in vitro sugerem a existência de mecanismos eficientes 

adaptativos que permitem a preservação da função cardíaca26. 

 

1.3. Remodelação Cardíaca – Aspectos Morfológicos 

 

A remodelação ou remodelamento pode ser definido 

como variações moleculares, celulares e intersticiais cardíacas, que se 

manifestam por alterações no tamanho, na massa, na geometria e na 

função do coração, em resposta a uma determinada injúria28. 

Korecky e Rakusan29, comparando miócitos hipertrofiados 

com miócitos normais provenientes de corações de igual peso, 

observaram que os hipertrofiados apresentaram volume cinco vezes 

maior em relação ao normal. Van Laarse e cols verificaram que o número 

de miócitos são iguais, tanto em coração com hipertrofia como em 

coração normal. Logo, a hipertrofia observada é decorrente do aumento 

da massa do miócito e não do número de miócitos30. 

Anversa e cols.31 constataram em tecido cardíaco e em 

miócitos de corações hipertrofiados diferenças a nível histológico e 

subcelular. A hipertrofia cardíaca pode ser atribuída, entre outros fatores, 

ao aumento das dimensões miocitárias, ao aumento de colágeno 

intersticial e à proliferação de tecido vascular5,32. Quanto ao tecido 

vascular, estes autores observaram redução do volume luminal em 

relação à superfície dos capilares e, a nível subcelular, constataram 

redução potencialmente desfavorável do volume mitocondrial em relação 

ao volume das miofibrilas, o que possivelmente comprometeria a 



Elenize Jamas Pereira                                                                                                                    Introdução 

 
6 

mobilização e o fornecimento de energia para a demanda dos miócitos 

durante a contração frente à sobrecarga pressória. 

Recentemente, foi evidenciado que a hiperplasia pode 

contribuir para a hipertrofia cardíaca33,34,35. 

 

1.4 Expressão dos Transportadores de Ca2+ no envelhecimento 

 

A hipertrofia ventricular secundária à hipertensão arterial 

e/ou à senescência pode ser acompanhada de alteração na expressão da 

bomba de Ca+ do Retículo Sarcoplasmático Ca ATPase (Serca 2a) e da 

fosfolambam (PLB), além de alteração funcional dos canais rianodínicos, 

contribuindo para o surgimento de disfunção miocítica e posterior falência 

cardíaca. Há evidências que a hipertensão arterial e a senescência são 

fatores que promovem a remodelação cardíaca com hipertrofia ventricular, 

fibrose miocárdica e alteração na homeostase do cálcio, que contribuem 

para a disfunção miocárdica36. 

O trânsito de cálcio (Ca2+) intracelular é um dos principais 

mecanismos reguladores do ciclo de contração e relaxamento cardíaco37. 

Enquanto a rápida elevação do Ca2+ citosólico induz a contração, sua 

diminuição provoca o relaxamento. A contração inicia-se com a abertura 

dos canais L sarcolemal, e influxo de Ca2+ que desencadeia liberação de 

grande quantidade de Ca2+ do retículo sarcoplasmático (RS) pelos 

receptores rianodínicos. O aumento do Ca2+ citosólico possibilita a ligação 

desse íon com a troponina C (TnC) e a interação actina-miosina. A 

intensidade da contração depende da quantidade e da responsividade 

dos miofilamentos ao Ca2+. O relaxamento inicia-se quando a 

concentração intracelular de Ca2+ é reduzida, principalmente, pela 

recaptação do Ca2+ pelo retículo sarcoplasmático Ca2+ ATPase (Serca 

2a). A função da Serca 2a é regulada pela fosfolambam (PLB) que, em 
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seu estado fosforilado, permite a recaptura do Ca2+ pela Serca 2a37. O 

cálcio captado pelo RS é armazenado em altas concentrações em 

proteínas de estoque, como a calsequestrina (CSQ2), antes de ser 

novamente liberado pelos receptores rianodínicos (RyR). Outras 

proteínas, como o trocador Na+/Ca2+ e a bomba de Ca2+ do sarcolema 

participam da regulação do efluxo de Ca2+ do miocárdio. Desta forma, a 

atividade de diferentes canais e bombas e localizados no sarcolema e no 

RS regulam o trânsito de Ca2+ intracelular, modulam a contratibilidade e o 

relaxamento do miocárdio37 (figura 1). 

 

 

Figura1. Representação esquemática da mobilização de Ca2+  durante a contração e o 
relaxamento miocárdio. Serca 2a: ATPase de Ca2+  do retículo sarcoplasmático; PLB: 
fosfolambam; RyR: receptor rianodina; CSQ2: calsequestrina; NCX; trocador Na+/Ca2+   
e Canal L: canal lento de Ca2+  . Modificado de Aline Villa Nova Bacurau e Patrícia 
Brum, 2006. 
 

No envelhecimento foi observada a diminuição dos níveis 

da atividade da bomba cálcio ATPase do retículo sarcoplasmático (Serca 

2a) que pode ocasionar uma lenta remoção do cálcio citoplasmático. 
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Níveis elevados ou aumento da atividade da fosfolambam, uma proteína 

inibidora da Serca 2a, pode também alentecer o relaxamento. O aumento 

dos níveis de Adenosina monofosfato cíclico (AMPc), resultante da 

estimulação beta-1 adrenérgica ou da inibição da fosfodiesterase 

cardíaca, promove a fosforilação da fosfolambam e, desta forma, remove 

seu efeito inibitório sobre a Serca 2a, tornando o relaxamento mais 

rápido38. A Serca 2a é uma enzima dependente de energia e promove o 

relaxamento ativo do miócito. A hipertrofia patológica secundária à 

hipertensão arterial sistêmica ou à estenose aórtica resulta em redução da 

Serca 2a ou aumento da fosfolambam, contribuindo para o relaxamento 

anormal39,40. 

Segundo Nakayama e Cols41, a redução dos níveis de 

Serca 2a retroalimenta positivamente a sinalização da hipertrofia, na 

medida em que o Ca+ deixa de ser captado pelo Retículo Sarcoplasmático 

via Serca 2a, acumula-se no citosol e facilita maior ativação da proteína 

quinase C, importante na sinalização da hipertrofia, o que contribui para 

agravamento da hipertrofia e redução adicional dos níveis de Serca 2a42.  

A cardiomiopatia hipertrófica43 e o envelhecimento44 

diminuem os níveis da Serca 2a. Em corações senescentes e hipertensos 

de rato, a diminuição na velocidade contrátil observada in vitro é atribuída 

geralmente a um deslocamento da isomiosina que causa mudanças na 

atividade da ATPase da miosina13,16,10. Entretanto, a velocidade e o 

relaxamento ativo dependem da disponibilidade do cálcio intracelular e 

obviamente de outras proteínas da membrana envolvidos nos movimentos 

do cálcio, incluindo o (NCX) e o receptor rianodínico. 

 

Hipótese: A hipertensão arterial é um fator aditivo para a remodelação 

cardíaca e alteração da função ventricular no envelhecimento. 
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1. Avaliar a remodelação cardíaca em ratos hipertensos e a influência da 

idade sobre variáveis morfo-funcionais. 

 

2. Avaliar a expressão gênica do ácido ribonucléico mensageiro (RNAm) 

da fosfolambam, do receptor rianodínico e da SERCA 2a no miocárdio 

dos ratos SHR e WKY senescentes. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Métodos 
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Grupos experimentais 

 

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê 

de Ética em experimentação animal, estando em conformidade com os 

Princípios Éticos em Experimentação Animal adotado pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (Protocolo n.510 de 17/11/2005). 

Foram estudados oito grupos experimentais formados por 

ratos das cepas Wistar-Kyoto (WKY) e ratos espontaneamente 

hipertensos (SHR) com idades de 30 semanas WKY30 (n=09) e SHR30 

(n=10), 45 semanas WKY45 (n=7) e SHR 45 (n=8), 60 semanas WKY60 

(n=8) e SHR 60 (n=11) e 90 semanas WKY90 (n=10) e SRH 90 (n=17). 

Os animais foram mantidos em ambientes com controle de luz (ciclos de 

12 horas) e temperatura constante de 25ºC, recebendo dieta padrão e 

água ad libitum.  

A pressão arterial sistólica dos ratos foi mensurada por 

método não invasivo com a utilização de monitor de medida de pressão 

caudal da Narco-Biosystem (Austin, Texas, USA), no período que 

precedeu a eutanásia dos animais. 

 

 

Estudo da função ventricular em coração isolado: preparação de 

Langendorff 

 

Os animais foram anestesiados com Tiopental sódico 

(50mg/kg, IP) e medicados com 2000UI de heparina, IP. A seguir foi 

efetuada a esternotomia mediana, com ventilação assistida, e dissecada a 

aorta ascendente. A aorta foi canulada e iniciada a perfusão retrógrada 



Elenize Jamas Pereira                                                                                                                        Métodos 13 

com solução de Krebs-Henseleit à temperatura e a pressão constantes 

(370C e 75 mmHg, respectivamente). O coração, conectado a cânula 

perfusora, foi rapidamente retirado e transferido para o aparato de 

perfusão de coração isolado tamanho 3, tipo 830 da Hugo Sachs Eletronik 

– (March-Hungstetten/Germany). A auriculeta esquerda foi retirada para a 

introdução de balão de látex (volume aproximado de 40 microlitros) na 

cavidade ventricular esquerda. Esse balão, conectado ao transdutor de 

pressão P23XL, permitiu a aferição precisa do volume e da pressão 

ventricular durante todo o experimento. O estudo funcional consistiu dos 

seguintes passos: 

a) determinação do volume para obtenção de pressão ventricular 

diastólica nula (V0); 

b) a partir do V0 foram acrescidos, sucessivamente, 20 microlitros de 

água ao volume do balão até obter-se pressão diastólica de 25 mmHg. 

A cada acréscimo, foram registradas as curvas de pressão do VE e da 

primeira derivada temporal da pressão, utilizando-se um polígrafo da 

GOULD, modelo Windowgraf; 

c) a calibração dos traçados permitiu a aferição das pressões sistólicas e 

diastólicas do ventrículo esquerdo correspondentes aos diferentes 

volumes. A partir dos dados de pressão e volume foram construídas 

curvas de relação pressão-volume sistólica e diastólica.  

As relações Stress-Strain sistólica e diastólica foram 

calculadas utilizando as seguintes fórmulas45: 

 

Stress= (1,36xPVExVVE2/3)/[(VVE+0,943MVE)2/3-VVE2/3] 

Strain= {[VVE1/3+(VVE+0,943xMVE)1/3]/[V01/3+(V0+0,943xMVE)1/3]-1}x100 
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nas quais PVE é pressão do ventrículo esquerdo; VVE é o volume do 

ventrículo esquerdo; MVE é a massa do ventrículo esquerdo. Stress é 

expresso em gramas/cm2 e Strain em % de deformação do miocárdio. 

d) a complacência ventricular foi mensurada a partir da curva de relação 

pressão-volume diastólica, sendo determinada como a variação de 

volume necessária para elevar a pressão diastólica de zero a 20 

mmHg (∆V20); 

e) a rigidez passiva miocárdica foi mensurada a partir da curva de 

relação Stress-Strain diastólica e foi determinada como estresse 

diastólico necessário para provocar uma deformação de 20% 

(Stress20). 

Terminado o experimento, o coração foi retirado do 

aparato de perfusão e os ventrículos direito e esquerdo foram separados 

e pesados. 

A solução de Krebs utilizada teve a seguinte composição 

(milimoles/litro): 118,5 NaCl; 4,69 KCl; 2,52 CaCl2; 1,16 MgSO4; 1,18 

KH2PO4; 5,50 glicose e 25,88 NaHCO3. Antes de sua utilização essa 

solução foi filtrada com filtro de acetato de celulose com poro de 5 micras. 

Durante a perfusão do coração a pressão parcial de oxigênio (PO2) da 

solução foi mantida entre 550 e 600 mmHg por meio de contato da 

película de solução de Krebs com gás carbogênio (95% 02, 5% CO2). 
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Estudo Morfológico 

 

Amostras de tecido cardíaco foram fixadas em solução 

tamponada de formol a 10% por período de 48 horas. Após a fixação, o 

tecido foi incluído em blocos de parafina, obtendo-se, a seguir, cortes 

histológicos coronais de 4µm para coloração com hematoxilina-eosina 

(HE). Cortes histológicos de 6µm foram corados pelo picro sirius red, 

específico para colágeno, para avaliação do interstício do miocárdio.  

Os cortes histológicos corados pelo HE foram utilizados 

para análise da histologia e para aferição das áreas de secção transversa 

dos miócitos, empregando-se microscópio LEICA DM LS acoplado à 

câmara de vídeo que enviou imagem digital ao computador dotado de 

programa de análise de imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, 

Silver Spring, Maryland, USA).  

As lâminas coradas pelo picro sirius red foram utilizadas 

para a quantificação da fração de colágeno intersticial (CVF), por meio de 

vídeo densitometria. Imagens do tecido cardíaco foram capturadas por 

computador IBM compatível e analisadas por software de análise de 

imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, 

USA). Os elementos do tecido cardíaco foram identificados de acordo 

com os níveis de cor. Assim, as fibras colágenas aparecem vermelhas, os 

miócitos, amarelos, e os espaços, brancos. O perfil digitalizado foi 

analisado pelo computador que calcula o volume de fração do colágeno 

como a soma de toda área do tecido conectivo dividido pela soma da área 

de tecido conectivo e a área do miócito. Em média, foram analisados 30 

campos com a utilização de objetiva 40X. O colágeno perivascular foi 

excluído da presente análise. 
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Avaliação da expressão gênica da Fosfolambam (PLB), Receptores 

rianodínicos (RyR), Serca 2a e Ciclofilina por Reação em Cadeia da 

Polimerase após Transcrição Reversa semi-quantitativo (RT - PCR)  

  

Extração de RNA com TRIzol 

 

Para a extração de RNA, o fragmento muscular do 

ventrículo esquerdo congelado no nitrogênio líquido foi homogeneizado 

em Polytron com TRIzol (1 mL de TRIzol/50-100 mg de tecido)15. Essa 

solução foi transferida para um tubo de 1,5 mL e incubada durante 5 

minutos à temperatura ambiente para permitir a completa dissociação dos 

complexos núcleo-protéicos. Após esse período, foram acrescentados 0,2 

mL de clorofórmio por mL de TRIzol utilizado, homogeneizado 

vigorosamente e incubado novamente, por 3 minutos à temperatura 

ambiente. Após essa segunda incubação, o material foi centrifugado a 

14.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. 

Para a precipitação do RNA, a fase aquosa formada após 

a centrifugação do material foi separada e precipitada por intermédio da 

incubação com 0,5 mL de isopropanol (por mL de TRIzol utilizado 

inicialmente) por 10 min, à temperatura ambiente. Após esse período, o 

material foi novamente centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. 

O sedimento formado foi lavado com 1mL de etanol 75% (por mL de 

TRIzol utilizado inicialmente) e centrifugado a 7.500 rpm por 5 minutos a 4 

°C. O sedimento de RNA formado ficou em temperatura ambiente por 10 

minutos para secagem e foi ressuspenso em água ultrapura, incubado a 

60 °C, por 10 min, para a inativação de qualquer possível resíduo de 

RNase. O RNA foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm, 

utilizando-se o fator de correção próprio para o RNA (40) e o fator de 

diluição do RNA (70). Foi determinada, por espectrofotometria, a razão 
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entre 260 e 280 nm, o que nos forneceu uma estimativa da qualidade da 

extração (razão ≥ 1.65).  

 

Gel analítico de agarose para RNA 

 

Foi procedida a eletroforese (1 µµµµL da solução 

contendo o RNA total) em gel de agarose 1%, em tampão Tris 45 mM, 

ácido bórico 45 mM, EDTA 1mM (TAE), a uma voltagem de 60 mV 

para analisar a integridade do RNA. 

 
Validação do RT-PCR semi-quantitativo  

 

Objetivando quantificar comparativamente a expressão 

gênica do Fosfolambam (PLB), Receptor Rianodina (RyR) e Serca 2a, foi 

validado o RT-PCR semi-quantitativo. Amostras de RNA total proveniente 

de animais controle foram utilizadas, a fim de que o RT-PCR 

semiquantitativo fosse validado para um grau de expressão semelhante 

ao das amostras a que foram posteriormente quantificadas.   

 

Etapas da validação do RT-PCR semiquantitativo 

 

I. Determinação da temperatura de anelamento ideal para cada par 

de oligonucleotídeos iniciadores gene-específicos. 

II. Padronização do “PCR multiplex” (amplificação no mesmo PCR do 

gene alvo e do gene constitutivo ciclofilina, a ser utilizado como 

referência para a quantificação do gene alvo).  
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III. Determinação do intervalo de sobreposição das fases de aumento 

linear das curvas de amplificação do gene alvo e do gene 

constitutivo, testando vários números de ciclos no PCR. 

O RT-PCR semiquantitativo para o PLB, RyR e Serca 2a 

foi validado amplificando-se o gene alvo e o gene constitutivo ciclofina 

num mesmo tubo, uma vez que a combinação dos respectivos pares de 

oligonucleotídeos iniciadores se mostrou compatível com a amplificação 

simultânea (“multiplex”).  

 

Transcrição reversa (RT) do RNA 

 

A RT obtida do RNA do músculo cardíaco de cada 

amostra foi realizada utilizando-se os componentes do Kit SuperScript 

First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Brasil). Uma 

mistura contendo 1000 ng/µL de RNA total, 1 µL de dNTP mix 10 mM, 

1µL de “random hexamers” (50 ng/µL) e volume total ajustado com dietil 

pirocarbonato (H2O DEPC) para 10 µL foi incubada por 5 minutos a 65 °C 

e, em seguida, por pelo menos 1 minuto no gelo. Posteriormente, foi 

adicionado a essa mistura 9 µL de uma solução contendo 2µL de tampão 

RT 10x, 4 µL de MgCl2 25 mM, 2µL de DTT 0.1 M e 1 µL de Inibidor de 

RNase Recombinante RNaseOUTTM. Após essa mistura de reação ser 

levemente agitada e incubada a 25 °C por 2 minutos, foi adicionado à 

reação 1 µL da enzima SuperScriptTM II RT  e a mistura foi novamente 

incubada por um período de 10 minutos a 25 °C, 50 minutos a 42°C e 15 

minutos a 70°C. Posteriormente foi adicionado 1 µL de RNase H para 

finalmente incubar essa mistura de reação por 20 minutos a 37 °C.  
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Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

Para a realização da reação de PCR, alíquotas de 2 

µL da reação de RT foram adicionadas a 48 µL de uma mistura 

contendo 38,1 µL de água autoclavada, 5 µL de tampão Taq 

polimerase 10X, 1 µL de dNTPs (10 mM), 1 µL de primer senso (10 

µM), 1 µL de primer  antisenso (10 µM) e 0,4 µL de Taq polimerase por 

amostra. Essa mistura foi incubada a 94 °C, por 2 minutos e as 

condições do PCR ajustadas para cada um dos primers utilizados. 

  

Primers 

 

Os oligonucleotídeos utilizados como primers 

(iniciadores) para a reação de PCR do produto de RT, do RNA total 

extraído do músculo cardíaco, para os genes dos canais de cálcio foram 

o PLB e a Serca 2a, como descrito por Mirit et al (1999)46 e o RyR, como 

descrito por Coussin et al (2000)47. Os primers utilizados para a reação 

de PCR, do produto da RT do RNA controle, foram os primers controles A 

e B, fornecidos pelo kit. Para a detecção de diferenças relativas na 

integridade das amostras de RNA individuais foi realizada a normalização 

da quantidade do produto da reação do transcrito do gene alvo com a 

quantidade de produto da reação do transcrito do gene da ciclofilina, 

utilizando os primers descritos por Alway et al 200248.   

 

Seqüência dos oligonucleotídeos iniciadores: 

 

PLB “sense”: 5’ TAC CTT ACT CGC TCG GCT ATC 3’ 

PLB  “antisense”:  5’ CAG AAG CAT CAC AAT GAT GCA G 3’ 

 Fragmento amplificado: 140 pb  
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RyR  “sense”:  5’ GAA TCA GTG AGT TAC TGG GCA TGG 3’  

RyR “antisense”:  5’ CTG GTC TCT GAG TTC TCC AAA AGC 3’  

 Fragmento amplificado: 635 pb 

 
SERCA 2a “sense”:  5’ ATG AGA TCA CAG CTA TGA CTG GTG 3’ 

SERCA 2a “antisense”: 5’ GCA TTG CAC ATC TCT ATG GTG ACT AG 3’ 

 Fragmento amplificado: 653 pb 

 
CICLOFILINA  “sense”:  5’ ACG CCG CTG TCT CTT TTC 3’  

CICLOFILINA “antisense”:  5’ TGC CTT CTT TCA CCT TCC 3’  

Fragmento amplificado: 440 pb 

 

Análise Estatística 

 

As variáveis estudadas apresentaram distribuição normal 

e foram apresentadas com médias e erros-padrão. As comparações da 

média entre os grupos foram efetuadas pela análise de variância de duas 

vias (ANOVA)49 seguida do teste de comparações múltiplas de Tukey50, 

admitindo-se um nível de significância de 5%.  

Foi realizada análise de correlação linear (coeficiente de 

correlação de Pearson) entre as variáveis estudadas e a idade, 

considerando-se as diferentes cepas, para um nível de significância 5%. 
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Os resultados das variáveis estudadas estão 

demonstrados nas tabelas 1 a 4 de acordo com as cepas e idades.  

 

Tabela 1. Média e o erro padrão da média das Variáveis Morfométricas e 
Pressão Arterial Caudal. 

 
Cepas PC 

(g) 
PA 

(mmHg) 
VE 
(g) 

VE/PC 
(mg/g) 

VD 
(g) 

SHR 30 
(n=10) 

355±15 211±7 
 

1,109±0,04 3,114±0,08 
 

0,307±0,02 
 

SHR 45 
(n=8) 

368±14 204±7 
 

1,054±0,04 
 

2,940±0,08 
 

0,323±0,02 
 

SHR 60 
(n=11) 

371±13 
 

206±6 
 

1,246±0,03 
 

3,354±0,07 
 

0,312±0,02 
 

SHR 90 
(n=17) 

397±12  
 

169±5  
 

1,315±0,03 
 

3,308±0,06 
 

0,285±0,01 
 

WKY 30 
(n=9) 

470±18  
 

133±8  
 

0,968±0,05 
 

2,070±0,09 
 

0,302±0,02 
 

WKY 45 
(n=7) 

513±15  
 

122±7  
 

1,026±0,04 
 

2,010±0,08 
 

0,360±0,02 
 

WKY 60 
(n=8) 

482±17 
 

109±7 
 

1,068±0,05 
 

2,240±0,09 
 

0,454±0,02 
 

WKY 90 
(n=10) 

604±31 
 

132±5 
 

1,159±0,03 
 

1,927±0,06 
 

0,334±0,01 
 

Fator Valor do p Valor do p Valor do p Valor do p Valor do p 
Cepa <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
Idade <0,001   0,009 <0,001 0,001 <0,001 
Cepa x 
Idade 

<0,001 <0,001   0,275 0,008   0,004 

Cepa   SHR>WKY 
 

  

Idade   90>30 
90>45 
90>60 
60>30 
60<45 

  

Cepa x  
Idade 

WKY90>WKY30 
WKY90>WKY60 
WKY90>WKY45 
WKY30>SHR30 
WKY45>SHR45 
WKY60>SHR60 
WKY90>SHR90 

SHR30>SHR90 
SHR60>SHR90 
SHR45>SHR90 
SHR30>WKY30 
WKY90>WKY60 
SHR45>WKY45 
SHR60>WKY60 
SHR90>WKY90 

 SHR60>SHR45 
SHR90>SHR45 
WKY60>WKY90 
SHR30>WKY30 
SHR45>WKY45 
SHR60>WKY60 
SHR90>WKY90 

WKY60>WKY30 
WKY60>WKY90 
WKY60>WKY45 
WKY60>SHR60 
WKY90>SHR90 

 
PC; Peso Corporal; PA: Pressão Arterial Caudal; VE: Peso do Ventrículo Esquerdo; VE/PC: Peso 
Ventrículo Esquerdo corrigido pelo peso corporal; VD: peso do Ventrículo Direito; Análise de 
variância de duas vias, seguido de teste de comparação múltiplas de Tukey, considerando-se os 
fatores cepas, idade e a interrelação cepa x idade. 
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Tabela 2. Média e erro padrão da média das variáveis obtidas pelo estudo 

do coração isolado e da variável VD/PC 

 
Cepas VD/PC  

(mg/g) 

VO  

(µL) 

VE/VO  

(mg/µL) 

dp/dt pos 
(mmHg/s) 

dp/dt neg 
(mmHg/s) 

SHR 30 
(n=10) 

0,855±0,05 
 

196,8±13 
 

5,687±0,5 
 

4581±219 1958±88 

SHR 45 
(n=8) 

0,894±0,05 
 

208,0±15 
 

5,470±0,5 
 

5259±245 
 

2260±99 

SHR 60 
(n=11) 

0,842±0,04 
 

175,7±13 
 

7,143±0,4 
 

3867±209 2091±85 

SHR 90 
(n=17) 

0,717±0,04 
 

154,7±10 
 

8,880±0,4 
 

3632±168 1875±68 

WKY 30 
(n=9) 

0,653±0,06 
 

176,7±16 
 

5,518±0,7 
 

3800±244 1680±99 

WKY 45 
(n=7) 

0,706±0,05 
 

220,8±16 
 

4,672±0,7 
 

3661±261 1687±106 

WKY 60 
(n=8) 

0,961±0,06 
 

281,7±15 
 

3,910±0,7 
 

2555±244 1375±99 

WKY 90 
(n=10) 

0,575±0,05 
 

200,9±10 
 

7,408±0,5 
 

3208±199 
 

1917±81 

Fator Valor do p Valor do p Valor do p Valor do p Valor do p 
Cepa   0,004 <0,001 <0,003 <0,001 <0,001 
Idade <0,001 <0,001 <0,001 <0,001  0,079 
Cepa x 
Idade 

  0,005 <0,001   0,010   0,037 <0,001 

Cepa      

Idade      

Cepa x  
Idade 

SHR45>SHR90 
WKY60>WKY90 
WKY60>WKY30 
WKY60>WKY45 
SHR30>WKY30 
SHR45>WKY45 
SHR90>WKY90 

SHR45>SHR90 
SHR30>SHR90 
WKY60>WKY30 
WKY60>WKY45 
WKY60>WKY90 
WKY90>WKY30 
WKY60>SHR60 
WKY90>SHR90 

SHR90>SHR45 
SHR90>SHR30 
WKY90>WKY60 
WKY90>WKY45 
SHR60>WKY60 
SHR90>WKY90 

SHR45>SHR90 
SHR45>SHR60 
SHR30>SHR90 
WKY30>WKY60 
WKY45>WKY60 
SHR30>WKY30 
SHR45>WKY45 
SHR60>WKY60 

SHR45>SHR90 
WKY90>WKY60 
SHR30>WKY30 
SHR45>WKY45 
SHR60>WKY60 

 
VD/PC: peso do ventrículo direito corrigido pelo peso corporal; V0: volume VE para pressão de 0 
mmHg; VE/V0; pressão diastólica nula; dp/dt pos: Velocidade máxima de elevação da pressão do 
Ventrículo esquerdo; dp/dt neg: Velocidade máxima de decréscimo da pressão do ventrículo 
esquerdo. Análise de variância de duas vias, seguido de teste de comparação múltiplas de Tukey, 
considerando-se os fatores cepas, idade e a interrelação cepa x idade. 
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Tabela 3. Médias e erro padrão da média das variáveis de função sistólica 

e diastólica, obtidas pelo estudo do coração isolado. 

 
Cepas R PV sist 

(mmHg/mL) 

R SS sist 
(g/cm

2
/%) 

∆∆∆∆V20 
(µµµµL) 

Stress20 
(g/cm

2
) 

SHR 30 443±46  
(n=10) 

6,4±0,3  
n=10) 

77±9 
(n=9) 

6,84±0,59 
(n=9) 

SHR 45 179±51  
(n=8) 

5,3±0,4  
(n=8) 

125±10 
(n=8) 

8,61±0,63 
(n=8) 

SHR 60 248±44  
(n=11) 

5,2±0,3  
(n=11) 

121±9 
(n=9) 

9,44±0,60 
(n=9) 

SHR 90 175±35  
(n=17) 

4,4±0,2  
(n=17) 

129±6 
(n=12) 

13,18±0,51 
(n=12) 

WKY 30 634±52  
(n=9) 

5,5±0,4  
(n=9) 

49±10 
(n=8) 

5,44±0,63 
(n=8) 

WKY 45 420±55  
(n=7) 

6,8±0,4  
(n=7) 

84±7 
(n=7) 

7,11±0,45 
(n=7) 

WKY 60 242±52  
(n=8) 

6,6±0,4  
(n=8) 

147±10 
(n=9) 

8,42±0,60 
(n=8) 

WKY 90 304±42  
(n=10) 

5,6±0,3 
(n=10) 

104±9 
(n=9) 

11,41±0,60 
(n=9) 

Fator Valor do p Valor do p Valor do p Valor do p 
Cepa <0,001   0,001  0,014 <0,001 
Idade <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
Cepa x Idade 0,082 <0,001 0,006 0,933 
Cepa WKY>SHR   SHR>WKY 

Idade 30>90 
30>60 
30>45 

  90>30 
90>45 
90>60 
60>30 
45>30 

Cepa x  
Idade 

 SHR30>SHR90 
SHR30>SHR60 
SHR30>SHR45 
WKY45>WKY30 
WKY45>WKY90 
SHR30>WKY30 
WKY45>SHR45 
WKY60>SHR60 
WKY90>SHR90 

WKY60>WKY30 
WKY60>WKY45 
WKY60>WKY90 
WKY90>WKY30 
WKY45>WKY30 
SHR90>SHR30 
SHR45>SHR30 
SHR60>SHR30 
SHR45>WKY45 

 

 
R PV sist:Relação Pressão-Volume Sistólica 
R SS sist:Relação Stress-Strain sistólica 
∆V20 :Volume ventricular necessário para elevar a pressão diastólica de 0 a 20 mmHg. 
Stress20: stress diastólico para Strain de 20%. 
Análise de variância de duas vias, seguido de teste de comparação múltiplas de Tukey, 
considerando-se os fatores capas, idade e a interrelação cepa x idade. 
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Tabela 4. Média e erro padrão da média das variáveis morfológicas do 

ventrículo esquerdo e da expressão de RNAm. 

 
Cepas CVF 

(%) 
ASM 
(µµµµ2) 

Serca 2a Rianodina Fosfolambam 

SHR 30 7,3±0,009 214±9,1 3,07±0,27 
(n=3) 

2,57±0,34 
(n=3) 

1,22±0,13 
(n=3) 

SHR 45 7,62±0,009 198±8,2 2,57±0,35 
(n=3) 

2,64±0,44 
(n=3) 

1,09±0,16 
(n=3) 

SHR 60 7,45±0,008 193±8,2 3,04±0,35 
(n=3) 

2,40±0,44 
(n=3) 

1,43±0,16 
(n=3) 

SHR 90 7,22±0,008 270±6,1 3,354+0,30 2,265±038 1,097±0,14 
WKY 30 2,01±0,009 205±9,2 5,28±0,35 

(n=3) 
2,27±0,44 

(n=3) 
1,66±0,16 

(n=3) 
WKY 45 2,87±0,009 143±8,1 3,70±0,35 

(n=3) 
1,42±0,44 

(n=3) 
1,11±0,16 

(n=3) 
WKY 60 2,48±0,009 132±8,1 3,76±0,35 

(n=3) 
1,91±0,43 

(n=3) 
1,057±0,16 

(n=3) 
WKY 90 4,07±0,005 240±6,9 2,85 +0,35 2,55±0,43 1,047±0,16 
Fator Valor do p Valor do p Valor do p Valor do p Valor do p 
Cepa <0,001 <0,001 0,001 0,166 0,932 
Idade 0,663 <0,001 0,012 0,743 0,080 
Cepa x 
Idade 

0,534 0,016 0,005 0,389 0,088 

Cepa SHR>WKY     
Idade      

Cepa x  
Idade 

 SHR90>SHR60 
SHR90>SHR45 
SHR90>SHR30 
WKY90>WKY60 
WKY90>WKY45 
WKY90>WKY30 
WKY30>WKY60 
WKY30>WKY45 
SHR45>WKY45 
SHR60>WKY60 
SHR90>WKY90 

WKY30>WKY90 
WKY30>WKY45 
WKY30>WKY60 
WKY30>SHR30 
WKY45>SHR45 

  

 
Análise de variância de duas vias, seguido de teste de comparação múltiplas de Tukey, 
considerando-se os fatores capas, idade e a interrelação cepa x idade 
CVF: fração de colágeno intersticial; ASM: área seccional do miócito. 
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Os ratos WKY apresentaram peso corporal maiores que 

os SHR. Houve aumento progressivo do peso corporal com a idade, no 

grupo SHR (r=0,98; p=0,015). Nos ratos WKY não foi observado o ganho 

de peso correlacionado com a idade (Figura 2), embora os ratos 

apresentassem maior peso corporal. 

 

Figura 2.  Peso corporal em gramas de acordo com a idade representada pela 

média; comparações entre os grupos foram efetuadas pela análise de variância 

de duas vias, seguida de teste de comparação múltiplas de Tukey. 
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A pressão arterial, como esperado, foi maior na cepa SHR 

em relação ao WKY; houve uma tendência de queda da PA com o 

envelhecimento nos grupos SHR. No grupo SHR90, a PA foi 

significantemente menor em comparação aos ratos SHRs dos grupos 60, 

45 e 30 semanas de idade (Figura 3). 

 

 

 

 

Figura 3. Média da pressão arterial sistólica de acordo com a cepa e idade. 

Comparados aos ratos WKY, os SHRs apresentaram 

maior peso do ventrículo esquerdo (VE) (Figura 4), em todas as idades 

dos grupos estudados. Nos animais não hipertensos (WKY), o peso do VE 

aumentou com a idade (r=0,998; p=0,02). Não foi observada interação 

entre cepa e idade para o peso do ventrículo esquerdo. A relação VE/PC 

(Figura 5) foi maior nos SHRs em relação aos WKYs, evidenciando 

hipertrofia do VE nos ratos da cepa SHR. 
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Figura 4. Peso do ventrículo esquerdo (VE), média dos grupos estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 5. Relação entre pesos do ventrículo esquerdo e peso corporal dos 

grupos experimentais. 
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Não houve correlação com o envelhecimento, tanto no 

grupo SHR como no WKY. Nos ratos hipertensos o VE/PC foi maior nos 

idosos, enquanto que, nos não hipertensos, os idosos WKY90 

apresentaram menor relação VE/PC que os WKY60. 

O peso do VD foi maior nos ratos WKY quando 

comparados aos SHRs (Figura 6). O peso do VD no grupo WKY 60 foi 

maior que as outras idades. No entanto, ao corrigir para o peso corporal 

(VD/PC) evidencia-se maior peso do VD corrigido no grupo SHR com 

influência da idade (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Peso do ventrículo direito (VD), médias dos grupos de acordo com a 

cepa e as idades. 
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Figura 7. Relação do peso do ventrículo direito (VD) e peso corporal, médias 

dos grupos estudados. 

 
 

A geometria ventricular, mensurada pelos índices V0 

(Figura 8) e VE/V0 (Figura 9), foi diferente entre as cepas. O V0 foi maior 

no WKY em relação ao SHR. No grupo WKY, os ratos idosos de 90 

semanas mostraram V0 maior que os de 30 semanas e o WKY60 foi 

significantemente maior que os outros grupos. No grupo SHR90, o V0 foi 

significantemente menor que nos grupos SHR30 e SHR45. A relação 

VE/V0 foi significantemente maior na cepa SHR mostrando a presença de 

hipertrofia concêntrica no SHR e esta hipertrofia concêntrica no SHR 

aumentou linearmente com a idade r=0,95, p=0,045). 
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Figura 8. Médias do volume diastólico para a pressão diastólica de 0 mmHg (V0) 

dos grupos estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Média da relação peso do ventrículo esquerdo e V0 dos grupos 

estudados. 
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No grupo WKY, os ratos de 90 semanas apresentaram 

valores maiores da relação VE/V0 que os ratos de 45 semanas e 60 

semanas.  

A derivada negativa (-dp/dt) (Figura 10) foi 

significantemente menor na cepa WKY em relação ao SHR. Em relação à 

idade, SHR45 foi maior que SHR90 e o WKY90 foi significantemente 

maior que o WKY60. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.  –dp/dt de acordo com a cepa e idade. 
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WKY45 (Figura 11). Portanto, a +dp/dt foi maior nos ratos hipertensos e 

esta derivada decaiu com a idade nos dois grupos, independentemente 

da presença de hipertrofia ventricular. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. +dp/dt de acordo com a cepa e idade. 
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Figura 12.  Relação PV Sistólica de acordo com a cepa e idade. 

 

A relação “Stress-Strain (RSSsist) foi estatisticamente 

menor no SHR em relação ao WKY, exceto para a idade de 30 semanas 

(Figura 13). No grupo SHR os ratos com 30 semanas apresentaram maior 

RSSsist que os ratos de 45, 60, e 90 semanas de idade. Na cepa WKY os 

ratos de 45 semanas apresentaram RSSist maiores que os ratos de 30 e 

90 semanas de idade (Figura 12). 
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Figura 13.  Relação Estresse - Deformação Sistólica. 

Não foi observada interação entre cepa e idade para a 

variável Strain20. Considerando-se as cepas, o grupo SHR apresentou 

Strain20 significantemente maior que o grupo WKY. Houve aumento 

progressivo do Strain20 com aumento da idade (Figura 14) e o teste de 

correlação de Pearson mostrou r=0,997 e p=0,003. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 14.  Rigidez passiva miocárdica mensurada pelo Strain20 de acordo com a 
cepa e a idade. 
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Figura 15.  Complacência ventricular mensurada pelo ∆V20 de acordo com cepa 
e idade. 

 

A fração de colágeno intersticial (CVF) foi maior nos ratos 

da cepa SHR em relação à cepa WKY (Figura 16). A idade não alterou a 

quantidade de colágeno e não houve interação entre cepa e idade. 

 

 

 

 

 

 

Figura16.  Médias da fração de colágeno (CVF) dos grupos estudados. 
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A área celular (ASM) foi maior nos ratos da cepa SHR em 

relação ao WKY, exceto na idade 30 semanas (figura 17). No WKY houve 

aumento da área celular do WKY90 em relação aos outros grupos e 

WKY30 foi maior que os WKY45 e WKY60. No grupo SHR, os ratos de 90 

semanas de idade apresentaram área celular maior que os animais de 

outras idades. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 17.  Médias e erro-padrão da área celular dos grupos estudados. 

 

A expressão da Serca 2a foi significantemente maior na 

cepa WKY em relação ao SHR (Figura 18). Nos ratos da cepa SHR não 

houve alteração com o envelhecimento. Na cepa WKY, os ratos de 30 

semanas de idade apresentaram maior expressão que os ratos de 45, 60 

e 90 semanas de idade (Figura 19). 

As expressões de RNAm dos canais de rianodínicos 

(Figura 20) e fosfolambam (Figura 21) não foram estatisticamente 

diferentes entre as cepas e idades. 
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Figura 18.  Serca 2a e média dos grupos estudados. 
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Figura 19. Foto do corte de gel com bandas eletroforéticas de RNAm para Serca 

2a dos grupos SHR (hipertensos) e WKY (controles). 
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Rianodina 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Foto do corte de gel com bandas eletroforéticas de RNAm para 

Receptores Rianodínicos (RyR) dos grupos SHR (hipertensos) e 

WKY (controles). 
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.Figura 21. Foto do corte de gel com bandas eletroforéticas de RNAm para 
fosfolambam (PLB) dos grupos SHR (hipertensos) e WKY 
(controles). 
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Considerando-se a importância clínica da hipertensão 

arterial sobre o processo de remodelação cardíaca, este projeto teve 

como intuito a análise do efeito da idade sobre as variáveis morfo-

funcionais e sobre a expressão de genes de proteínas que regulam a 

contração, ou a homeostase do cálcio nas cepas de animais Wistar-Kyoto 

(WKY) e em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). 

Modelos experimentais têm sido largamente utilizados em 

estudos sobre a fisiopatologia da remodelação cardíaca induzida pela 

hipertensão arterial. O SHR é o animal geneticamente hipertenso, que 

mais se aproxima da hipertensão arterial essencial humana36, pois 

apresenta características similares como aumento da resistência 

periférica total, débito cardíaco normal, volemia normal ou levemente 

reduzida e progressiva hipertrofia ventricular esquerda51. Eram animais 

da cepa Wistar Kyoto que, ao apresentarem hipertensão arterial, foram 

sucessivamente selecionados por endocruzamento dos portadores de 

hipertensão arterial52. Os SHRs começam a desenvolver aumento de 

pressão arterial entre 6 e 8 semanas de vida, apresentado um nível de 

pressão considerada como hipertensão arterial entre 12 e 14 

semanas53,54, atingindo um platô entre a 20ª e 28ª semanas7. Embora 

geneticamente sejam consideradas semelhantes, verificamos diferenças 

no peso corporal entre as cepas (Tabela 3; figura 1). Foi observado 

menor peso corporal nos ratos SHRs em comparação aos WKYs. Esta 

diferença também foi previamente observada por outros 

pesquisadores55,56. É possível que o menor peso observado na cepa SHR 

seja decorrente da hipertensão arterial crônica que compromete vasos e 

sistemas57.  Apesar de o peso corporal final no SHR ser menor que o 

controle WKY, o ganho de peso na cepa SHR ocorre linearmente com a 

idade (r=0,94; p=0.015), fato este não observado no grupo WKY.  

A hipertensão arterial, presente na cepa SHR, foi a 

principal responsável pela hipertrofia ventricular esquerda. No coração, o 
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aumento da massa do VE nos ratos SHR e relação VE/PC e a área 

celular dos miócitos refletem o crescimento do cardiomiócito quando 

comparados aos ratos WKY. Por conseqüência, os nossos resultados 

mostram a presença de hipertrofia ventricular em decorrência da 

sobrecarga pressória secundária à hipertensão arterial nos animais SHR. 

Em ambas as cepas, observamos aumento da massa com o 

envelhecimento para as variáveis VE e ASM. Portanto, mesmo na cepa 

WKY, o envelhecimento contribui para a hipertrofia ventricular.  

O peso do VD e a relação VD/PC não acompanharam a 

tendência do VE. O peso do VD na cepa SHR manteve-se constante com 

o envelhecimento e na cepa WKY o peso do VD acompanhou o ganho de 

peso corporal com o aumento da idade. Estes dados mostram que a 

câmara ventricular direita, não submetida à sobrecarga, não apresenta 

hipertrofia correspondente. 

O volume ventricular para pressão diastólica de 0 mmHG 

(V0) foi menor no grupo SHR, mostrando redução da cavidade 

ventricular. A redução do volume ventricular, associada ao aumento de 

sua massa, é característica da hipertrofia concêntrica. A hipertrofia 

concêntrica é um mecanismo compensatório à situação de sobrecarga de 

pressão crônica. Os estímulos para a hipertrofia são múltiplos e os 

principais são os estímulos mecânicos que ativam a via “Mitogen-

activated Protease” Kinase (MAPK)58, promovendo maior síntese 

protéica. 

A hipertrofia concêntrica, mensurada pela variável VE/V0, 

foi evidente nos animais SHR hipertensos, em comparação ao seu 

controle genético WKY, e também mais evidente nos ratos idosos.  

Assim, há efeito aditivo da hipertensão arterial e da idade na hipertrofia 

concêntrica. Estes dados são consistentes com os observados por outros 

pesquisadores: o aumento da cavidade ventricular é fenômeno evolutivo 
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que ocorre quando surge a insuficiência cardíaca. Em nossa casuística, 

não foram estudados animais que desenvolveram insuficiência cardíaca, 

o que justifica a ausência de dilatação ventricular nos animais idosos 

hipertensos (SHR) ou não (WKY).  

A remodelação ventricular é um processo adaptativo e 

contínuo a estímulos mecânicos ou neurohumorais que atuam sobre o 

coração. Os principais estímulos mecânicos são a sobrecarga de volume 

e a sobrecarga de pressão. A primeira promove hipertrofia ventricular 

com dilatação ventricular, caracterizando a hipertrofia excêntrica. A 

segunda é caracterizada pela hipertrofia ventricular e diminuição da 

cavidade ventricular, remodelação esta denominada de hipertrofia 

concêntrica. 

As características morfométricas do grupo SHR 

mostraram que os ratos hipertensos apresentam remodelação cardíaca 

com características de hipertrofia concêntrica.  

A função cardíaca possui vários índices de avaliação que 

são compreensíveis e aceitos como indicadores da função sistólica. 

Dentre eles citamos a pressão sistólica máxima, velocidade máxima de 

ascensão da pressão sistólica na unidade de tempo (+dp/dt), elastância 

sistólica máxima (Emax), derivada da relação pressão-volume sistólica e 

o coeficiente da relação Stress-Strain sistólica.  

A variável +dp/dt foi maior no coração hipertrofiado (SHR) 

mostrando que a massa muscular contribui para o aumento da velocidade 

de geração de força. No entanto, ao analisarmos a função do ventrículo 

pelo coeficiente de inclinação pressão-volume sistólica, observamos 

menor função ventricular sistólica do SHR em comparação com o grupo 

controle WKY. Isto sugere que a hipertrofia ventricular associa-se à 

disfunção sistólica e esta disfunção aumenta com o envelhecimento. A 

disfunção sistólica também pode ser verificada ao nível do músculo 
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cardíaco detectada pela variável relação estresse-deformação sistólica. O 

músculo hipertrofiado apresentou menor função contrátil, mensurada pela 

relação SSist e houve diminuição gradativa com o envelhecimento. Os 

nossos dados mostram que todas as variáveis de função sistólica 

diminuíram com o envelhecimento, independentemente da presença de 

hipertrofia ventricular. 

No grupo não hipertenso, a função contrátil do músculo 

está preservada e a perda da função ocorre apenas nas idades 

avançadas. Estes resultados foram previamente observados por outros 

pesquisadores59,60 que verificaram alteração tanto da câmara como do 

músculo com o envelhecimento. Os fatores associados à disfunção 

contrátil com o envelhecimento são múltiplos e incluem: alteração 

fenotípica da miosina de cadeia pesada, aumento da fibrose intersticial, 

alteração do metabolismo energético ao nível mitocondrial e modificação 

na homeostase do cálcio. 

A função diastólica pode ser avaliada por vários índices. 

Dentre eles podemos citar a velocidade máxima de queda da pressão na 

unidade de tempo (-dp/dt), relação pressão-volume diastólica e relação 

estresse-deformação diastólica. 

Freqüentemente, os índices de avaliação diastólica 

mostram resultados opostos o que contribui para a maior dificuldade e 

controvérsia no diagnóstico de disfunção diastólica. 

No presente trabalho, avaliamos a função diastólica com 

as variáveis -dp/dt, ∆V20 e Stress20. A variável -dp/dt, que corresponde à 

velocidade de decaimento da pressão sistólica durante o relaxamento 

isolumétrico foi significantemente maior na cepa SHR do que na WKY, em 

todas as faixas etárias, exceto para 90 semanas. Com o envelhecimento, 

houve diminuição desta variável no SHR45 em relação ao SHR90 e não 

foi observada queda da –dp/dt com o envelhecimento no grupo WKY.  
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Portanto, o envelhecimento não modificou a velocidade de queda de 

pressão em ratos não hipertensos e houve diminuição da –dp/dt em ratos 

hipertensos idosos de 90 semanas. 

A complacência ventricular foi mensurada pela variação 

do volume necessário para elevar a pressão diastólica de 0 a 20mmHg 

(∆V20). Foi observada interação entre a cepa e a idade para esta variável. 

Apenas para a idade de 45 semanas o grupo SHR apresentou maior 

complacência que o grupo WKY. Embora houvesse tendência de maior 

complacência com o aumento da idade, em ambas as cepas, não foi 

observada diferença estatisticamente significante entre os grupos de ratos 

mais idosos. Cingolani e cols61 observaram que os animais SHR de 10 a 

11 meses de idade apresentaram menor complacência que os controles 

WKY de mesma idade. Não conseguimos uma explicação para estes 

dados divergentes. Há a possibilidade de que a alteração na conformação 

geométrica do ventrículo, possa contribuir para a maior complacência no 

grupo SHR. Aparentemente não há influência do conteúdo de colágeno, 

uma vez que o CVF foi sistematicamente maior no SHR em relação ao 

WKY e não houve modificação com a idade. 

Rozemberg e Cols 62observaram em ratos aumento da 

complacência ventricular com o envelhecimento em estudo com ratos de 

3, 24, e 28 meses de idade. Estes resultados são semelhantes aos 

nossos, considerando os ratos WKY não hipertensos. Este aumento pode 

ser devido à modificação da geometria do VE, no qual o volume diastólico 

final desempenha papel fundamental63. 

A rigidez passiva miocárdica foi analisada pela variável 

Stress20, que corresponde ao estresse passivo da parede para a 

deformação 20%. A rigidez passiva foi significantemente maior na cepa 

SHR em relação à cepa WKY e o envelhecimento aumentou a rigidez 

passiva miocárdica em ambas as cepas de maneira linear. Estes 
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resultados estão de acordo com os dados observados por outros 

pesquisadores63. No trabalho não foi observada interação entre cepas e 

idade, mostrando que o aumento de rigidez passiva foi decorrente do 

envelhecimento e foi independente da cepa. A rigidez passiva é 

dependente do conteúdo de colágeno. No trabalho constatamos que a 

cepa SHR possui maior quantidade de colágeno, o que justifica a maior 

rigidez passiva neste grupo. Todavia, apenas o conteúdo de colágeno não 

explica o comportamento de rigidez passiva com o envelhecimento. 

Assim, temos que considerar a presença da hipertrofia miocárdica64, 

modificação na matriz extracelular9 e outros fatores coadjuvantes no 

aumento da rigidez passiva65,66,19. 

O colágeno intersticial é formado por uma rede de fibras 

interligadas cuja função é dar sustentação aos miócitos e vasos, 

realinhamento com os miócitos, transmissão de força durante a sístole e 

acúmulo de energia elástica na diástole para preservação da geometria 

cardíaca. 

No trabalho, observamos que os ratos hipertensos 

apresentaram maiores níves de CVF (fração de colágeno intersticial) em 

relação aos animais não hipertensos. Considerando-se o papel do 

colágeno para a manutenção da estrutura e função cardíaca, o aumento 

do colágeno em animais hipertensos e hipertróficos, seria o mecanismo 

adaptivo à sobrecarga de pressão, para o funcionamento fisiológico 

destes corações. 

O aumento do CVF nos animais hipertensos ocorre em 

todas as idades e o envelhecimento em si não alterou o conteúdo de 

colágeno em relação aos animais jovens. 

Trabalhos anteriores mostraram maior acúmulo de 

colágeno intersticial em ratos SHR idosos, porém este fenômeno ocorreu 

em ratos que apresentaram insuficiência cardíaca na senescência. Em 
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nossa amostra não foram incluídos ratos com insuficiência cardíaca, o 

que contribuiu para a observação de ausência de fibrose nos animais 

idosos, com ou sem hipertensão arterial. Portanto, na amostra estimada, 

não podemos associar a disfunção cardíaca do envelhecimento à 

presença de fibrose miocárdica. 

 

Os mecanismos envolvidos na disfunção miocárdica na 

presença de hipertrofia ventricular e envelhecimento são complexos e não 

totalmente esclarecidos. Boluyt e cols67 avaliaram ratos SHR e WKY com 

18-24 meses de idade e observaram a manutenção da função do 

miocárdio e a alteração na tensão ativa é observada apenas na situação 

de fibrose intersticial abundante em ratos com evidências de insuficiência 

cardíaca. Outros mecanismos envolvidos na modificação da função 

cardíaca seriam as alterações na isomiosina de cadeia pesada68,69 e na 

homeostase do cálcio70,71. 

Os nossos resultados mostram menores expressões do 

RNAm para Serca 2a nos animais SHR em relação aos WKY para as 

idades de 30 e 45 semanas. Estes resultados são similares aos 

observados por Arata e cols72 (1999) que analisaram animais com 10 a 18 

semanas de idade. Há de se considerar que este comportamento ocorreu 

em animais jovens e adultos. Em nosso trabalho não foi observada 

modificação significante da expressão de RNA para Serca 2a nos animais 

SHR com o envelhecimento. Por outro lado, verificamos diminuição 

significativa da expressão do Serca 2a nos animais WKY com o 

envelhecimento de maneira que na idade de 60 e 90 semanas a 

expressão da Serca 2a foi semelhante entre as Cepas SHR e WKY. Este 

resultado é similar a Boluyt e cols69 que observaram que animais SHR e 

WKY, entre 18 e 28 meses, apresentaram expressão de Serca 2a em 

níveis não significantemente diferentes. 
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Não constatamos modificações nos RNAm do 

fosfolambam e dos receptores rianodínicos, o que demonstra que estas 

proteínas não participaram na modificação da homeostase do cálcio na 

situação de hipertrofia e tampouco no envelhecimento. Assayag e cols26 

relataram resultados semelhantes aos nossos. Os autores observaram 

diminuição da expressão da Serca 2a e manutenção dos receptores 

rianodínicos e dos canais trocadores Na+/Ca+ (NCx), com a senescência. 

O mesmo comportamento foi observado nos ratos com hipertrofia no 

modelo de hipertensão renovascular na idade de quatro meses entretanto 

a análise não consegui estudar ratos hipertensos idosos com 24 meses 

de idade, uma vez que os ratos de 24 meses não sobreviveram.  

A hipertensão arterial é um dos principais estímulos para 

ativação de receptores de membrana que, por sua vez, sinalizam por 

meio do cálcio e fosforilação de peptídeos intracelulares para o aumento 

de síntese protéica, contribuindo para a hipertrofia celular. Segundo 

Nakayama e Cols41, a redução dos níveis de Serca 2a retroalimenta 

positivamente a sinalização para hipertrofia, na medida em que o Ca2+ 

deixa de ser captado pelo retículo sarcoplasmático (via Serca 2a) e 

acumula-se no citosol, promovendo ativação da proteína quinase C, 

importante sinalizador de síntese protéica, o que contribuiria para o 

agravamento da hipertrofia ventricular. 

Pelo exposto, os nossos dados mostram que a 

senescência é acompanhada de disfunção cardíaca tanto sistólica como 

diastólica. Há alteração na homeostase do cálcio dependente da atividade 

da Serca 2a, sendo este dado mais marcante nos animais não 

hipertensos. A hipertrofia ventricular secundária à sobrecarga de pressão 

pode estar associada à menor expressão da Serca 2a no rato adulto e 

esta alteração persiste no envelhecimento. No presente trabalho, não 

foram observadas modificações nas expressões da fosfolambam e dos 

receptores dos canais rianodínicos. 
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Embora as alterações funcionais na hipertensão arterial e 

no envelhecimento sejam similares, as modificações morfológicas são 

distintas entre si e, por isso, não há evidências que mostrem efeitos 

aditivos deletérios da hipertensão arterial no processo de envelhecimento 

exceto na hipertrofia ventricular. Contudo, há de se considerar que nesta 

amostra os animais que desenvolveram falência cardíaca foram excluídos 

do estudo. 
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1) A remodelação cardíaca nos ratos hipertensos foi caracterizada pela 

hipertrofia concêntrica e aumento do colágeno intersticial. 

 

2) Na amostra estudada observou-se diminuição de função sistólica e 

diastólica com a idade e não houve evidência de deterioração da 

função cardíaca pela associação da hipertrofia ventricular com o 

envelhecimento. 

 

3) A expressão do Serca 2a diminui com o envelhecimento em animais 

normotensos e mantém-se inalterada nos animais hipertensos. A 

expressão de receptores de canais rianodínicos e do fosfolambam 

não se modificram com a idade e com a hipertrofia. 
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