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RESUMO

Objetivo: Testar se o treinamento físico com corrida 
forçada ou voluntária afeta de forma distinta a expressão 
de proteína de estresse no miocárdio durante a fase 
compensatória da hipertensão. Métodos: Spontaneously 
hypertensive rats (SHR, 4 meses de idade) foram aleatoria-
mente divididos em três grupos: SHR controle (SHR-CON, 
N = 6), SHR corrida voluntária (SHR-CV, N = 6) e SHR 
corrida forçada (SHR-CF, N = 6). Ratos Wistar normo-
tensos da mesma idade serviram de controle (W-CON, 
N = 6). Animais SHR-CV tiveram livre acesso a rodas 
de corrida voluntária e os SHR-CF foram submetidos à 
corrida em esteira a 18 m/min, 0% de inclinação, 60 min/
dia, cinco dias/semana, por oito semanas. Fragmentos 
do ventrículo esquerdo foram coletados e o conteúdo da 
proteína de estresse (Hsp72) foi determinado por Western 
blot. Resultados: A pressão sanguínea dos animais não 
foi afetada pelos treinamentos aplicados. A razão peso do 
coração/peso corporal foi maior nos grupos SHR-CON (4,63 
± 0,03 mg/g), SHR-CV (4,62 ± 0,18 mg/g) e SHR-CF (4,41 
± 0,26 mg/g) comparada ao grupo W-CON (P < 0,05, 4,07 
± 0,27 mg/g), mas não foi afetada pelos treinamentos.  
O conteúdo de Hsp72 aumentou em 80% no grupo SHR-
CON, comparado ao grupo W-CON (P < 0,05). Nos gru-
pos exercitados, esse aumento não foi estatisticamente 
diferente entre corrida forçada e voluntária (P > 0,05, 
10% e 3%, respectivamente), comparado a SHR-CON. 
Conclusão: A sobrecarga hemodinâmica durante a fase 
de compensação da hipertensão aumenta a expressão da 
proteína de estresse (Hsp72) no miocárdio. Entretanto, a 

ABSTRACT

Objective: To test whether running training either enforced 
or voluntary would impact distinctly on the stress protein 
expression in the myocardium in the compensated phase 
of hypertension. Methods: Four-month-old male sponta-
neously hypertensive rats (SHR) were assigned randomly 
into SHR control (SHR-CON, N = 6), SHR voluntary running 
(SHR-VR, N = 6), and SHR enforced running (SHR-ER,  
N = 6) groups. Age matched male normotensive Wistar 
rats served as control group (W-CON, N = 6). SHR-VR 
group animals had free access to running wheels and those 
from SHR-ER group were subjected to running program on 
a treadmill at 18 m/min, 0% grade, 60 min/day, 5 days/wk 
for 8 weeks. Fragments of the left ventricle were collected 
at sacrifice and the relative immunoblot contents of stress 
protein (Hsp72) were determined. Results: Blood pressure 
was not affected by either enforced or voluntary exercise 
training regimens. Heart to body weight ratio was higher 
in SHR-CON (4.63 ± 0.03 mg/g), SHR-VR (4.62 ± 0.18 
mg/g) and SHR-ER (4.41 ± 0.26 mg/g) than in W-CON 
(P < 0.05, 4.07 ± 0.27 mg/g), but no effect of exercise 
was observed. Hsp72 content increased by 80% in SHR-
CON compared to W-CON (P < 0.05), while in exercised 
SHR groups such increase was not statistically different 
in response to either enforced or voluntary running (P > 
0.05, 10% and 3%, respectively), compared SHR-CON. 
Conclusion: Hemodynamic overload in the compensated 
phase of hypertension enhances the expression of stress 
protein (Hsp72) in the myocardium, nevertheless, supe-
rimposing running training either enforced or voluntary 
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superposição de treinamento físico com corrida forçada ou 
voluntária não promove maior expressão dessa proteína.
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did not promote further distinct increase in the expression 
of Hsp72.
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intRoduÇÃo
Ratos espontaneamente hipertensos (SHR – spontaneously 
hypertensive rats) apresentam altos níveis de pressão san-
guínea durante a fase de hipertensão estabelecida. Na fase 
compensatória da hipertensão, a hipertrofia concêntrica do 
miocárdio frequentemente se manifesta com função sistólica 
normal ou aumentada e com eficiência mecânica, apesar da 
disfunção diastólica1. Nas fases tardias da hipertensão, toda-
via, a hipertrofia concêntrica está frequentemente associada à 
maior suscetibilidade a lesões isquêmicas, possivelmente por 
causa de alterações bioquímicas e metabólicas intrínsecas ao 
miocárdio hipertrofiado2. 

Hipertensão e exercício regular impõem sobrecarga hemo-
dinâmica ao miocárdio, apesar de os mecanismos do processo 
adaptativo do miocárdio a essas sobrecargas serem distintos. 
Enquanto a hipertensão promove impactos negativos à estrutura 
e à função do miocárdio ao induzir hipertrofia patológica do tipo 
concêntrica3, o exercício aeróbio regular promove hipertrofia 
fisiológica do tipo excêntrica4. Essas adaptações ocorrem para 
normalizar o estresse imposto às paredes ventriculares por 
meio de sobrecarga pressórica pela hipertensão ou sobrecarga 
volumétrica pelo exercício aeróbio3. A exposição de células a 
diferentes tipos de estresse aumenta a expressão da forma 
induzível da família das proteínas de choque térmico (heat shock 
proteins) de peso molecular 70-kDa (HSP70), também conhecida 
como proteína de estresse, a Hsp72, que confere resistência 
celular a vários tipos de estresse5. O aumento da síntese da 
Hsp72 funciona como um marcador específico da resposta do 
miocárdio ao estresse, uma vez que a expressão dessa proteína 
aumenta no miocárdio em resposta à sobrecarga hemodinâmica 
imposta tanto pela hipertensão quanto pelo exercício6-8. 

O treinamento aeróbio é reconhecido como uma intervenção 
não medicamentosa eficiente para reduzir a pressão arterial em 
humanos e em ratos SHR9-11. Apesar de a redução da pressão 
sanguínea em resposta ao treinamento físico em ratos SHR não 
ser unanimidade entre os estudos11-13, o exercício regular previne 
o crescimento desproporcional de mitocôndrias e miofibrilas, 
eventos característicos da hipertrofia patológica do ventrículo 
esquerdo, pois o exercício assegura o desenvolvimento regular 
e necessário das mitocôndrias14. Essas adaptações benéficas 
ao exercício regular parecem estar associadas a mecanismos 

antiapoptose, uma vez que a disfunção mitocondrial tem relação 
com a ativação da cascata da apoptose15. A apoptose parece 
exercer um papel negativo no remodelamento cardíaco durante 
a fase compensatória do desenvolvimento da hipertensão em 
ratos SHR16 e a Hsp72 está envolvida na proteção de miócitos 
cardíacos contra a apoptose17.

Entretanto, de acordo com estudos realizados em nosso 
laboratório18 e em outros19,20, os níveis de estresse do exercício 
e a indução da expressão de Hsp72 no miocárdio em resposta ao 
exercício são distintos quando programas de corrida forçada em 
esteira e corrida voluntária são aplicados a ratos normotensos. 
O objetivo deste estudo foi, portanto, testar se o treinamento 
físico com corrida forçada ou voluntária afeta de forma distinta 
a expressão de proteína de estresse (Hsp72) no miocárdio de 
ratos SHR durante a fase compensatória da hipertensão. 

mAtERiAl E mÉtodos
Dezoito ratos SHR e seis ratos Wistar normotensos (4 meses 
de idade) foram usados. Formaram-se quatro grupos, a saber: 
SHR controle (SHR-CON, N = 6), SHR corrida voluntária  
(SHR-CV, N = 6), SHR corrida forçada (SHR-CF, N = 6) e Wis-
tar normotensos controle (W-CON, N = 6). Todos os animais 
foram manejados de forma similar, porém os grupos SHR-CON e  
W-CON não executaram exercício. Os animais foram alojados 
em gaiolas individuais de aço inox (25 x 20 x 18 cm), receberam 
água e ração própria ad libitum, foram mantidos em ambiente 
com temperatura média de 22 ºC e submetidos a um regime de 
luminosidade de 12 horas de escuridão por 12 horas de claridade 
durante o período do experimento.
Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central do Centro 
de Ciências Biológicas e da Saúde, da Universidade Federal de 
Viçosa, e foram seguidas as normas estabelecidas no Guide for 
the Care and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory 
Animal Resources, National Academy of Sciences, Washington, 
D.C., 1996) e nos “Princípios éticos na experimentação animal”, 
do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA).

Os ratos do grupo SHR-CV tiveram livre acesso à roda de 
corrida voluntária, acoplada às suas respectivas gaiolas de 
aço inox (25 x 20 x 18 cm), por oito semanas. Essa roda de 
corrida voluntária tem uma circunferência interna de 1,53 m, 
e o número de voltas foi registrado por um contador de voltas 

73Expressão de proteína de estresse no miocárdio de ratos espontaneamente hipertensos em 
resposta ao treinamento físico 

Bozi lHm, melo sfs, fontes EpB, silva KA, castro cA, Quintão Junior Jf, natali AJ

Rev Bras Hipertens vol.17(2):72-77, 2010.



mecânico. Dessa forma, a distância percorrida pelos animais 
foi calculada pelo número de voltas realizadas. Observa-se 
que os roedores são animais de hábitos noturnos e, portanto, 
exercitam-se normalmente durante a fase de escuridão do ciclo 
de luminosidade.

Conhecidas as metragens médias semanais e totais percorri-
das pelos animais do grupo SHR-CV, elaborou-se o protocolo de 
treinamento para o grupo SHR-CF, de forma que as metragens 
fossem similares entre os dois grupos. Assim, os ratos do grupo 
SHR-CF foram submetidos a um regime de corrida forçada em 
esteira rolante motorizada (Insight Instrumentos Científicos, 
Ribeirão Preto, SP, Brasil) por oito semanas (adaptado de Samel-
man21). Os animais iniciaram o programa de exercício correndo 
à velocidade de 15 m/min, 0% inclinação, por 15 minutos no 
primeiro dia, cinco dias por semana. Essa duração foi aumen-
tada em cinco minutos por dia, de maneira que, no último dia 
da segunda semana, os animais correram durante 60 minutos.  
A partir do primeiro dia da terceira semana, a velocidade passou 
para 17 m/min. Da quarta à oitava semana, a sessão de exercício 
foi mantida com a duração de 60 minutos por dia, 18 m/min, 
0% de inclinação, cinco dias por semana.

Esse programa de corrida em esteira foi aplicado durante a 
fase de escuridão do ciclo de luminosidade para não diferir do 
grupo SHR-CV. Os animais foram motivados a correr com leves 
toques no dorso. Observa-se que esses animais foram alojados 
em gaiolas individuais de aço inox (25 x 20 x 18 cm), da mesma 
forma que os animais dos demais grupos. Assim, considera-se 
que a movimentação (voluntária) dos animais nessas gaiolas, 
fora do período de treinamento, não é suficiente para provocar 
adaptações que possam confundir aquelas provocadas pelas 
corridas voluntária e forçada. Portanto, em nenhum dos quatro 
grupos é necessário contabilizar a movimentação dos animais 
nas suas respectivas gaiolas, por considerar que é semelhante 
para todos os animais.

As medidas da pressão arterial de repouso foram realizadas 
antes do início do treinamento (baseline, animais com 4 meses 
de idade) e 36 horas após a última sessão de exercício (animais 
com 6 meses de idade) por método não invasivo, estando os 
animais conscientes22. 

Para evitar a resposta aguda do exercício e preservar a 
resposta crônica, a eutanásia dos animais foi realizada 48 horas 
após a última sessão de exercício. Coletaram-se fragmentos do 
ventrículo esquerdo, que foram envolvidos em papel-alumínio, 
identificados, imediatamente congelados em nitrogênio líquido 
e armazenados a -80°C para análise posterior. 

Para a análise do conteúdo de Hsp72, os fragmentos das 
amostras foram retirados do freezer e, depois de pesados, 
foram macerados para obtenção de um extrato tecidual, ao 
qual foi adicionado o respectivo tampão (composição 15 mM 

Tris HCL; 600 mM de NaCl; 1 mM PMSF, pH 7,5). A 60 mg de 
extrato, foram adicionados 1.200 ml de tampão de extração 
(proporção de 1:20). Em seguida, colocaram-se as amostras 
em eppendorfs, os quais foram identificados e mantidos em 
gelo por, aproximadamente, cinco minutos. 

Após esse período de incubação, os restos celulares foram 
descartados por centrifugação a 14.000 g, a 4°C, durante 20 
minutos, e o sobrenadante foi armazenado a -20°C. Os extratos 
de proteínas totais foram quantificados de acordo com o método 
de Bradford23, utilizando-se as três réplicas preconizadas.

Eletroforese em géis de poliacrilamida (PAGE) com deter-
gente dodecil sulfato sódio (SDS) foi realizada, essencialmente, 
como descrito por Laemmli24. O extrato de proteína foi incubado 
por cinco minutos, a 100°C, em tampão da amostra [glicerol 10% 
(v/v), SDS 2,3%, azul de bromofenol 0,25%, 2-mercaptoetanol 
5% (v/v) e Tris-HCl 0,0625 mol/L, pH 6,8], antes de ser aplicado 
no gel. A eletroforese foi conduzida por, aproximadamente, 16 
horas, a 48 V, no tampão de corrida [Tris-HCl 0,025 mol/L, glicina 
0,2 mol/L, EDTA 1 mmol/L e SDS 3,5 mmol/L]. 

Esse procedimento foi realizado para obtenção de três géis. 
Um desses foi corado com solução corante [metanol 40% (v/v), 
CH3COOH 7,5% (v/v) e coomassie brilliant blue R-250 0,01%] por, 
aproximadamente, 12 horas e descorado em solução descorante 
[metanol 10% (v/v) e ácido acético 7,5% (v/v)]. Os outros dois géis 
foram submetidos à técnica de imunoblotting, para verificar se o 
anticorpo Monoclonal Anti-Heat Shock Protein 70 contra Hsp72 
de animais era capaz de reconhecer a proteína de interesse.

As proteínas foram transferidas para a membrana de nitro-
celulose, usando-se o sistema de transferência da Biorad (EUA), 
de acordo com as instruções do fabricante. Após a transferência 
(em aproximadamente uma hora, a 0,70 ampere constante), a 
membrana de nitrocelulose foi imersa em solução de bloqueio 
(caseína – Non-fat Dry Milk, Biorad) por uma hora.

Em seguida, foram realizadas quatro lavagens, por 15 
minutos cada, à temperatura ambiente, com TBS-T [Tris-HCl 
0,01 mol/L, NaCl 1,5 mmol/L, Tween-20 0,1% (v/v), pH 7,6].  
A membrana foi incubada com o anticorpo Monoclonal Anti-Heat 
Shock Protein 70 (Sigma), em uma diluição de 1:5.000 por três 
horas sob agitação.

Após o período de incubação, a membrana foi lavada com 
TBS-T quatro vezes, por 15 minutos cada, e, em seguida, foi 
incubada com o anticorpo Anti-Mouse IgG [fosfatase alcalina – 
Sigma], em uma diluição de 1:10.000 por, aproximadamente, 
duas horas. A membrana foi lavada extensivamente com TBS-T, 
novamente por quatro vezes, de 15 minutos cada. Subsequente-
mente, foi incubada com tampão da enzima [Tris-HCl 0,1 mol/L, 
pH 9,8, NaCl 0,1 mol/L, MgCl2 0,5 mol/L] por 10 minutos.

A atividade da fosfatase alcalina foi detectada, usando-se 
os substratos NBT [azul-nitrotetrazolium, Gibco/Brl] e BCIP 
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[5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato, Gibco/Brl]. As bandas dos 
imunoblottings foram quantificadas por meio de densitome-
tria computadorizada, utilizando-se o personal densitometer, 
equipado com o programa Image Quant, versão 5.2 (Molecular 
Dinamics – EUA).

As comparações das médias da pressão sanguínea, peso 
corporal, ganho de peso, peso absoluto do coração, peso rela-
tivo do coração e conteúdo de Hsp72 foram feitas utilizando-se 
ANOVA one-way, seguida do teste post hoc de Bonferoni. As 
comparações da pressão sanguínea nos momentos antes e após 
treinamento físico foram feitas usando-se o teste t de Student. 
As análises foram feitas no programa Sigma Stat (versão 3.0 – Ri-
chmond – CA) e utilizou-se o nível de significância de até 5%.

REsultAdos E discussÃo
Os animais do grupo CV percorreram, voluntariamente, distân-
cias distintas, de acordo com a capacidade individual, enquanto 
no grupo CF todos os animais foram forçados a percorrer a mes-
ma distância. Dessa forma, a distância percorrida pelos animais 
do grupo CV será apresentada como média (média ± EPM), e a 
dos animais do grupo CF, como valor absoluto para o grupo. 

Os animais do grupo CV percorreram 4,85 ± 0,55 km/sema-
na, enquanto os do grupo CF percorreram, no mesmo período,  
5 km/semana. Não houve, portanto, diferença entre as distâncias 
percorridas nos dois modelos (P > 0,05).

Os animais do grupo W-CON apresentaram pressão sanguí-
nea mais baixa comparada às dos grupos SHR-CON, SHR-CV e 
SHR-CF, tanto no início quanto no final do período experimental 
(Tabela 1). Entretanto, após as oito semanas de treinamento 
físico a pressão sanguínea não foi alterada nos grupos SHR-CV 
e SHR-CF. Nos animais SHR sedentários, a pressão sanguínea 
também não foi alterada (Tabela 1). 

A resposta da pressão sanguínea ao treinamento físico ae-
róbio em animais SHR é variável nos estudos apresentados na 
literatura. Por exemplo, em animais SHR mais jovens que os do 
presente estudo, durante a fase de aceleração da hipertensão, 
um programa de treinamento de corrida em esteira por oito 

semanas a uma velocidade de 18 m/min e duração de 120 min/
sessão não alterou a pressão sanguínea12. Por outro lado, um 
programa de treinamento com corrida em esteira por 18 sema-
nas a uma velocidade de 16 a 20 m/min e duração de 60 min/
sessão reduziu a pressão sanguínea11. É possível que o programa 
de treinamento usado no presente estudo (oito semanas) não 
tenha sido longo o suficiente para reduzir a pressão sanguínea 
dos animais. De fato, um programa de corrida voluntário de 
quatro meses reduziu a pressão sanguínea de ratos SHR em 
ratos mais velhos do que os usados no presente estudo25. 

O peso do coração não diferiu entre os grupos experimen-
tais, porém o peso relativo do coração (peso do coração/peso 
corporal) foi maior nos animais dos grupos SHR-CON, SHR-CV 
e SHR-CF do que no grupo W-CON (Tabela 1). Esses resultados 
mostram que a sobrecarga pressórica crônica da hipertensão 
resultou em hipertrofia cardíaca durante a fase compensatória 
dessa doença (~ 13,80%). Resultados similares foram apresen-
tados na literatura (por exemplo: Reger et al.13). Os mecanismos 
responsáveis por esse processo não estão completamente 
esclarecidos, todavia existem evidências de que a proteína 
G-αq desempenha um papel distinto na indução de hipertrofia 
patológica. Uma das três subunidades (α, β ano γ) das proteí-
nas G heterotriméricas da família Gq liga-se aos receptores da 
superfície celular, conhecidos como GPCR (G protein-coupled 
receptors). A formação de fatores parácrinos e autócrinos car-
díacos, incluindo angiotensina II, endotelina 1 e GPCR ativado 
por noradrenalina, resulta em dissociação da Gαq e consequente 
ativação da cascata de moléculas de sinalização3.

Entretanto, o programa de exercício usado no presente es-
tudo superposto à hipertensão não afetou o grau de hipertrofia 
cardíaca nos animais SHR. Resultados variados têm sido apre-
sentados na literatura. Enquanto Lajoie et al.12 demonstraram 
aumento no peso relativo do coração de ratos SHR com 3 meses 
de idade submetidos a treinamento com sessões de corrida a 
18 m/min com duração de 120 min, Reger et al.13 não observa-
ram hipertrofia cardíaca em ratos SHR mais velhos (8 meses) 
exercitados em esteira a 25 m/min durante quatro meses. 

Tabela 1. Pressão sanguínea e peso do coração  

W-CON
(N = 6)

SHR-CON
(N = 6)

SHR-CV
(N = 6)

SHR-CF
(N = 6)

PS Pré (mmHg) 110,30 ± 4,00* 168,70 ± 2,90 181,60 ± 6.00 184,38 ± 7,29

PS Pós (mmHg) 112,20 ± 3,00* 169,00 ± 3,00 180,80 ± 7.30 183,25 ± 8,47

PCor (mg) 1629,01 ± 13,09 1763,03 ± 23,95 1796,05 ± 11.06 1790,17 ± 98,07

PCor/PC (mg/g) 4,07 ± 0,27* 4,63 ± 0,03 4,62 ± 0.18 4,61 ± 0,26

Dados são média ± desvio-padrão; W: rato Wistar normotenso; SHR: spontaneously hypertensive rats; CON: controle; CV: corrida voluntária; CF: corrida forçada;  
N: número de animais; PS: pressão sanguínea; Pré: antes do período experimental; Pós: após o período experimental; PCor: peso do coração; PC: peso corporal;  

PCor/PC: razão do PCor pelo PC; *: P < 0.05 vs. SHR-CON, SHR-CV e SHR-CF.
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Essas diferenças entre os estudos podem estar relacionadas a 
diferentes fatores, entre eles intensidade e duração do exercício 
e a fase da hipertensão.

Os níveis de Hsp73 foram similares em todos os animais, in-
dependentemente do grupo experimental, e não foram afetados 
pela hipertensão ou pelo treinamento físico. Esses resultados 
eram esperados, pois a Hsp73 é um membro constitutivo da 
família das HSP70 (Figura 1A). Os níveis de Hsp72 aumentaram 
em 80% nos animais do grupo SHR-CON comparados aos dos 
animais W-CON, enquanto nos animais dos grupos SHR-CV 
e SHR-CF o aumento dos níveis de Hsp72 não foi estatistica-
mente diferente, comparado aos dos animais SHR sedentários  
(P > 0,05, 3% e 10%, respectivamente, Figura 1B). 

Porém, nenhum dos modelos de exercício, forçado ou vo-
luntário, superposto à hipertensão promoveu aumento adicional 
aos níveis de Hsp72 no miocárdio dos animais SHR. Esses dados 
diferem dos apresentados por Lajoie et al.12, que demonstraram 
aumento de 71% na expressão de Hsp72 no miocárdio de ratos 
SHR que correram em esteira a 18 m/min, 120 min/dia, por oito 
semanas. A intensidade e a duração do programa de exercício 
usadas no presente estudo correspondem àquelas normalmente 
prescritas para humanos hipertensos, de acordo com o Ame-
rican College of Sports Medicine26, sendo a intensidade usada 
considerada baixa para ratos SHR11. 

Em relação à corrida voluntária, um modelo de exercício 
intermitente, sabe-se que as adaptações dos animais a esse tipo 
de exercício são menos contaminadas pelos efeitos adversos ao 
exercício em si por causa do menor estresse do próprio modelo, 
se comparada à corrida forçada em esteira20,27. Nossos resultados 
concordam com os de Noble et al.19, em que o treinamento com 
corrida voluntária (~ 5 km/semana), por oito semanas, não foi 
suficiente para induzir aumento nos níveis de Hsp72 no miocárdio 
de ratos normotensos. Por outro lado, em ratas normotensas a 
corrida voluntária por oito semanas (~ 7 km/dia) aumentou a 
expressão de Hsp72 no miocárdio28. Possivelmente, a ausência 
de aumento significativo de Hsp72 em resposta à corrida vo-
luntária no presente estudo deve-se à baixa distância corrida 
pelos animais (~ 1 km/dia). Esse baixo desempenho pode estar 
relacionado à idade dos animais usados (6 meses)29-31.

conclusÃo
A sobrecarga hemodinâmica durante a fase de compensação 
da hipertensão aumenta a expressão da proteína de estresse 
(Hsp72) no miocárdio. Entretanto, a superposição de treinamen-
to físico com corrida forçada ou voluntária não promove maior 
expressão dessa proteína.
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