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RESUMO

Os peptideos natriuréticos atriais (PNA) compde um hormdénio produzido no coragao,
principalmente no atrio esquerdo, € armazenado em granulos dispostos adjacente ao nticleo dos
cardiomidcitos. E responsavel pela regulagdo da pressio sanguinea por meio, principalmente,
da natriurese e diurese, funcionando de modo antagonista ao sistema renina — angiotensina, a
fim de impedir avarias no sistema circulatério e associados. Estudos apontam uma possivel
interacdo dos PNA’S com hormonios sexuais, que por sua vez passam por atenuagdao de
producdo e sensibilidade até sua cessagdo durante o envelhecimento, que culmina em
menopausa. O objetivo deste estudo foi analisar morfoquantitativamente os granulos de PNA
frente a0 modelo experimental de menopausa em ratas Wistar submetidas ao protocolo de
treinamento de natacdo. Foram utilizadas 20 ratas Wistar organizadas em 4 Grupos: Sedentario
(S): os animais nao foram submetidos a nenhum protocolo; Treinado (T): animais submetidos
ao treinamento de natagdo; Ovariectomia (O): animais submetidos apenas ao procedimento
cirargico — ovariectomia e Ovariectomia/Treinado (OT): animais submetidos a ovariectomia e
ao treinamento de natagdo. Amostras do atrio esquerdo foram dissecadas, processadas e
analisadas ao microscopio eletronico de transmissdo. Com as imagens obtidas, realizaram-se as
analises morfoquantitativas (Image]®) e analise estatistica (GraphPad Prism®). Os resultados
mostram que os animais submetidos ao exercicio fisico e a ovariectomia reduziram a area,
didmetro e densidade dos granulos, mais acentuada com o procedimento cirurgico. O grupo OT,
que passou por ambos os protocolos, manteve-se com os parametros de area e didmetro
semelhante ao Grupo O, enquanto a densidade manteve-se semelhante ao grupo T. Concluiu-
se que os protocolos adotados promovem diminuigdo dos granulos, porém no modelo
experimental de menopausa o treinamento fisico aumentou a densidade de granulos.

Palavras-chave: Peptideos Natriuréticos Atriais, Menopausa, Exercicio Fisico.



ABSTRACT

The atrial natriuretic peptides (ANP) compose a hormone produced in the heart, mostly in the
left atrium, and is stored within granules that are arranged adjacent to the cardiomyocyte
nucleus. It is responsible for the regulation of the blood pressure through mainly natriuretic and
diuresis, functioning as an antagonist of the renin-angiotensin system, in order to avoid issues
in the circulatory system and associated. Researches point out a possible interaction between
ANP and sexual hormones, which in turn undergo attenuation of production and sensibility
until its cessation during aging, which culminates menopause. The objective of this research
was to analyze morfoquantitatively the ANP granules due to the experimental model of
menopause in Wistar mice submitted to the protocol of physical exercise. It was used 20 Wistar
mice, organized in 4 groups: Sedentary (S): animals were not submitted to any protocol; Trained
(T): animals submitted to swimming; Ovariectomized (O): animals submitted only to the
chirurgic procedure (ovariectomy); Ovariectomized Trained (OT): animals submitted to the
procedure of ovariectomy and swimming training. Samples of the left atrium were dissected,
prepared and analyzed in a scanning transmission electronic microscopy. With the images
obtained, morpho-quantitative analyzes (ImageJ®) and statistical analysis (GraphPad Prism®)
were performed. The results show that the animals submitted to physical exercise or
ovariectomy obtained a decrease in the area, diameter and density of the granules, being more
accentuated with the surgical procedure. The OT group, which underwent both protocols,
maintained the parameters of area and diameter similar to Group O, while the density remained
similar to the T-group. It was concluded that the adopted protocols promote decrease of the
granules, however in the experimental model of menopause physical training increased the
density of granules.

Key-words: Atrial Natriuretic Peptides, Menopause, Training.
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1. INTRODUCAO

Os peptideos natriuréticos atriais (PNA) agem como hormdnio capaz de exercer fungao
protetora do sistema cardiovascular em situagdes de hipervolemia, que promove vasodilatagao,
natriurese e diurese. S30 armazenados em granulos no coragdo, principalmente no atrio
esquerdo e suas acdes sdo mediadas por receptores membranosos, presentes em diversas partes
do corpo (DANIELS; MAISEL, 2007)

Ademais, muitos estudos apontam uma possivel relagdo de modulagao entre os PNA’s e
hormdnios ovarianos, em que ja foi estabelecida a influéncia destes horménios em humanos,
ratos e camundongos devido a estimulagdo pelo estrogénio na produgao e secrecdo dos PNA’s,
que ¢ reduzida em animais submetidos a cirurgia de ovariectomia. No entanto, nenhum deles
estudou profundamente a relagdo de todo o sistema dos peptideos natriuréticos, hormonios
ovarianos e exercicios fisicos (SOUZA et al., 2014)

Doencas cardiovasculares sdo uma das maiores causas de doengas e morte em mulheres,
principalmente apds a menopausa, mas nao sao totalmente compreendidos por envolverem a
regulagdo da pressdo arterial pelos hormonios sexuais (FLUES et al., 2010). O exercicio fisico
aerobico e de moderada intensidade, como a natagdo, ¢ amplamente recomendado como um
meio profilatico e de tratamento para patologias no sistema cardiovascular, ja que leva a
adaptagdes sistémicas (PETRINI et al., 2015). Em decorréncia destes aspetos, ¢ notavel a
importancia de compreender a interag@o dos aspectos fisiologicos ocasionados pelo treinamento
de natacdo e modelo experimental de menopausa nos granulos responsaveis pela sintese,

estocagem e liberagdao dos PNA’s.

1.1.Peptideos Natriuréticos Atriais

Os peptideos natriuréticos atriais sdo moléculas que agem como um hormoénio e pertencem
a familia dos peptideos natriuréticos, cuja semelhanca ¢ sua funcdo biologica e estrutura
molecular de um anel de 17 aminodacidos, estabilizado por uma ponte dissulfeto e caudas
terminais de carbono e nitrogénio. Foi descoberto na década de 80, por Bold et al. (1981) a
partir de imagens de microscopia eletronica que mostravam granulos nos cardiomiocitos. Estes
sd0 responsaveis por sua sintese, armazenamento e secre¢do, caracterizando o coracdo como

orgao endocrino. No entanto, segundo Rubattu, Sciarretta e Volpe (2014), recentes estudos



mostram que ndo sdo encontrados em cardiomidcitos hipertrofiados. Até o momento foram
descobertos cinco diferentes tipos de peptideos natriuréticos, que diferem molecularmente em
sua cauda terminal, locais de acao e producgdo, concentragdo circulante e receptores necessarios
para exercer sua acao (SOUZA et al., 2014; WOODARD; ROSADO, 2007). Devido a isso,
supoOe-se que possuam relagdo a fendmenos fisioldgicos ainda ndo conhecidos. No entanto, ao
considerar seus efeitos no cérebro, podem ter influéncia sobre a fome e sede, como um meio de
controle sobre sua principal atividade, e também sobre o ciclo circadiano pela relacao ao eixo
hipotdlamo-pituitaria-adrenal (OLIVEIRA et al., 1997)

Estes peptideos tém a fung¢do de controlar a volemia e pressdo sanguinea a partir do balango
de fluidos e sais do organismo. Para isso, ocorre a ligagdo de moléculas de PNA com receptores
tipo A, que desencadeiam a ativacdo da enzima guanilato ciclase, elevando a concentracio de
GMPc. Este ¢ um mensageiro secundario que leva o organismo a natriurese, diurese, aumento
da filtracdo glomerular, diminui¢do das atividades do sistema simpatico, alteracdes no volume
de plasma, débito cardiaco, pressdo sanguinea, inibi¢do da mitose dos fibroblastos e hipertrofia
cardiovascular (WONG; GUO; ZHANG, 2017). Além disso, muitos estudos t€ém mostrado que
os PNA’s sdo capazes de diminuir o tempo de conducdo e o periodo efetivo de refragdo em
coragdes intactos de humanos e cades (RUBATTU; SCIARRETTA; VOLPE, 2014).

Os PNA'’s foram encontrados em diversos 0rgaos e tecidos extracardiacos, onde participam
de regulacdes tanto autocrinas quanto paracrinas. Por exemplo, foram encontrados na glandula
pituitaria e no sistema reprodutivo feminino (ovarios, Utero e trompas). Apesar de serem raros
os trabalhos que busquem a interacdo dos PNA’s com hormonios ovarianos, cada vez mais uma
modulagdo fica evidente (TSAI et al., 2005). Segundo estudos, estes hormonios teriam efeito
cardioprotetor, corroborado pela baixa incidéncia de patologias cardiacas antes da menopausa,
mas alto apds este processo e diminuido com reposi¢ao hormonal. No entanto, existem estudos
insuficientes para apontar quais sdo os efeitos diretos no sistema cardiovascular
(MENDELSOHN, 2002).

Em pacientes com insuficiéncia cardiaca ocorre aumento de niveis circulantes de PNA
e do peptideo tipo-B correspondente ao tamanho do trauma, mas apesar da alta concentragao,
parece que ndo sdo capazes de exercer seu efeito hemodinamico e renal devido a resisténcia
periférica. Com isso, tem-se estudado amplamente a aplicagdo de exames de seus niveis de
concentracdo como um meio de diagnostico de patologias cardiacas. Atualmente, j& sdo
realizados exames clinicos do peptideo tipo-B para diagnosticos de doencas coronarianas e

doenga renal cronica (SILVA; PINHEIRO; SANTOS, 2008)
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Os PNA'’s sao sintetizados e liberados de seus granulos na corrente sanguinea ao menor
sinal de distensdo das paredes cardiacas. Portanto, atualmente tem sido altamente recomendada
a pratica de exercicios fisicos, ja que estes promovem melhoramento no mecanismo de
elasticidade e pressdo dos atrios. Ademais, recentes estudos demonstram aumento de
concentragdo de PNA circulante no sangue em estudos envolvendo exercicios e problemas de
saude (DANIELS; MAISEL, 2007; SILVA; PINHEIRO; SANTOS, 2008; VARDAR et al.,
2015).

1.2.Menopausa

O processo de envelhecimento pode ser definido como um declinio funcional irreversivel
que age sobre a maioria dos seres vivos devido ao tempo (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Pode ser
considerado multifatorial, visto que sua evolucao depende de varios fatores, tais como: estilo
de vida, condigdes socioecondmicas, doengas cronicas e estado psiquico. O corpo envelhece
como um todo, mas seus Orgdos, tecidos, c€lulas e suas estruturas envelhecem em ritmos
diferentes (FECHINE; TROMPIERI, 2015; CANCELA, 2007).

Ademais, compreende diversas alteragdes organicas e mentais do organismo, que geram
dificuldade de manter seu equilibrio homeostatico, levando a um declinio fisiologico gradual.
Fatores externos também siao considerados, pois um corpo envelhecido pode funcionar
normalmente, mas se submetido a situagdes de stress fisico ou emocional, pode apresentar
dificuldade em manter a homeostase, levando-o a uma sobrecarga funcional, que por sua vez
pode culminar em patologias, visto que seus sistemas endocrino, nervoso € imunoldgico nao
tém o mesmo funcionamento de um jovem (CANCELA, 2007).

No caso das mulheres, um dos marcos do envelhecimento ¢ a menopausa. Ela ¢
caracterizada pelo processo natural de declinio da producdo de hormonios ovarianos e cessagao
permanente da menstruagdo e ovulacdo. Além disso, vem acompanhada de outros sintomas,
como: distirbios do sono, instabilidade emocional, disfunc¢des sexuais e patologias urogenitais
(SORPRESO et al., 2015; LAVEN et al., 2016).

No sistema cardiovascular, sdo esperadas algumas altera¢des. Dentre elas, pode-se citar a
diminuicdo da capacidade de o coracdo aumentar seus batimentos e for¢a, quando submetido a
um esfor¢o; ha também a reducgdo da frequéncia cardiaca em repouso; aumento de colesterol e
resisténcia vascular, com aumento da tensao arterial, além do deposito de lipofuscina, gordura,
calcio e colageno em diferentes partes do 6érgao (FECHINE; TROMPIERI, 2015). No caso das

mulheres que passaram pelo processo da menopausa, hé relatos do surgimento de doengas
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cardiovasculares, que, no entanto, ndo sdo comprovadamente relacionados. Acredita-se que tais
eventos estejam relacionados com toda a alteracdo hormonal experienciada, ja que ¢ o fator
mais marcante deste processo e a ocorréncia de patologias cardiacas ¢ muito maior apos essa
etapa (APPIAH et al., 2016).

Apesar de ser esperado que o processo de menopausa acometa mulheres com idade mais
avancada, pode se desenvolver mais cedo, podendo ser de causa natural ou induzida, seja por
meio medicamentoso (ex.: quimioterapia) ou cirargico. No entanto, independente da causa, a
mulher que experimenta a deficiéncia de estrogeno em idade prematura fica sujeita a maiores
riscos de mortalidade e morbilidade. Caso a reposi¢cao hormonal ndo seja realizada, hd também
aumento nos riscos de acidentes vasculares cardiacos. Além disso, existem outros riscos que se
apresentam a longo prazo, tais como: osteoporose, disfuncdo psicossexual e doencas
neurolégicas (SHUSTER et al., 2010; WELLONS et al., 2012). As causas naturais para uma
faléncia ovariana precoce sdo desconhecidas. Geralmente se mostra de modo idiopatico, mas
também pode derivar de causas genéticas, infecgdes, sindromes, desordens enzimaticas, habitos
fumantes e drogas (OKEKE; ANYAEHIE; EZENYEAKU, 2013).

A menopausa precoce pode apresentar sintomas a curto ou longo prazo. Em um primeiro
momento, a mulher pode apresentar com sintomas vasomotores, como: ondas de calor, suores
noturnos, palpitagdes e dores de cabega, ganho de peso, problemas urogenitais e
psicossomaticos. A longo prazo, os sintomas incluem infertilidade, osteoporose, morte precoce,
doencgas cardiovasculares e derrame. Apesar de o tratamento mais utilizado ser a reposi¢ao
hormonal, ele ndo ¢ sempre recomendado, como em casos de cancer (DANIELS; MAISEL,

2007; OKEKE; ANYAEHIE; EZENYEAKU, 2013).

1.3.Exercicio Fisico

O exercicio fisico se baseia na repeti¢do sistematica de movimentos coordenados e tem a
finalidade de manter ou aprimorar o condicionamento. A atividade leva a maior demanda
muscular, que por sua vez gera maior consumo de oxigénio. Este quadro desencadeia reagdes
fisiologicas a fim de manter a homeostase celular, frente a maior demanda corporal, gerando
alteragdes sist€émicas no organismo (MONTEIRO; FILHO, 2004; PETRINI et al., 2015).

Atualmente, as atividades fisicas tém sido utilizadas também como um método ndo
farmacolégico de combate a doengas, dentre elas, as cardiovasculares. E importante também
ressaltar seus efeitos durante o envelhecimento, ja que se realizado antes ou durante o processo,

tem a capacidade de gerar modificagdes metabolicas e na mobilidade fisica geral, o que faz-se
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presumir que sua pratica regular possa amenizar o declinio funcional advindo do
envelhecimento, atenuando seu processo degenerativo (PETRINI et al., 2015; WANG et al.,
2015).

O efeito cardioprotetor dos exercicios ndo se resume apenas a redugdo dos fatores de
risco cardiovasculares, mas também a melhora da capacidade antioxidante, viabilidade
mitocondrial e crescimento cardiaco fisioldgico ativo mediado por mecanismos celulares e
moleculares distintos daqueles para hipertrofia patologica (WANG et al., 2015).

O impacto do exercicio fisico na vida do individuo depende diretamente de sua
intensidade e duragdo. No caso do sistema cardiovascular, os que mais geram modificagdes sao
os exercicios aerdbicos, como exemplo a natagdo, sendo evidenciado pela diminuicdo da
frequéncia cardiaca e pressao arterial. Além disso, os categorizados como de baixa intensidade
tém efeitos na redugdao da resisténcia vascular periférica, demarcado pela atenuagdo da
vasoconstri¢cdo, ampliacdo da fun¢do endotelial e das alteragdes estruturais da
microcirculagdo (PETRINI et al., 2015).

Os exercicios aerdbicos tém sido recomendados para pacientes hipertensos devido a seu
efeito hipotensor e cardioprotetor. Quando praticados em baixa ou moderada intensidade, sao
capazes de reduzir os valores pressoricos em uma Unica sessao, se comparados aos parametros
pré-treino. A natacdo tem vantagens, pois o treinamento ¢ realizado em imersdo, capaz de
diminuir o aumento a pressdao sanguinea e frequéncia cardiaca, diferente de outros métodos
praticados no solo, mesmo que para consumo de oxigénio equivalente. Além disso, ocorre
aumento dos niveis de ANP circulantes no sangue e reducdo de renina e angiotensina. No
entanto, € importante ressaltar que apenas a imersao nao promove os mesmos efeitos (COSTA
etal., 2017).

Ademais, o exercicio fisico pode ser utilizado como uma ferramenta para prevenir o
stress oxidativo e o controle barorreflexo da circulagdo associado ao hipoestrogenismo,
prevenindo o aparecimento de doencas cronicas nesta condigdo, mas € necessaria maior
investigacdo em modelos experimentais, frente a patologias como hipertensdo, diabetes e

infarto do miocéardio (IRIGOYEN et al., 2005)



13

2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo consistiu em analisar e descrever os aspectos morfo-
quantitativo ultraestruturais dos granulos de peptideos natriuréticos atriais (PNA) de ratas

Wistar ovariectomizadas submetidas ao protocolo de treinamento aquatico.

2.1.0bjetivos Especificos

e Descrever os aspectos gerais dos cardiomiocitos do atrio esquerdo e a
organiza¢ao dos granulos de PNA nos diferentes modelos experimentais;

e Realizar andlise morfométrica do didmetro dos granulos de PNA;

e Realizar andlise morfométrica da area dos granulos de PNA;

e Mensurar a densidade (n°/4rea) dos granulos de PNA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Animais

Foram utilizadas 20 ratas Wistar jovens (90 dias de idade) divididas aleatoriamente em
4 grupos (n=5):

e Sedentario (S): grupo em que os animais nao foram submetidos a nenhum protocolo;

e Treinado (T): animais submetidos somente ao treinamento de natagao;

e Ovariectomia (0O): animais submetidos apenas ao procedimento cirlurgico -
ovariectomia;

e Ovariectomia/Treinado (OT): animais submetidos ao treinamento de natagdo ¢ a
ovariectomia.

Os animais foram obtidos do Biotério Central da UNESP — Campus de Botucatu e
alocados em 5 ratas por gaiola, no Biotério do Laboratorio de Morfologia e Atividade Fisica do
Departamento de Educacao Fisica do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus Rio Claro.
A temperatura era controlada a 23+2 °C em periodos claros/escuro de 12 horas e todas
alimentadas com ragdo e agua a vontade ( “ad libitum ). Todos os procedimentos descritos neste
trabalho foram aprovados ao CEUA do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual

Paulista — Campus Rio Claro - SP N° 4259.

Figura 1. Organograma de protocolos experimentais.

Ap6s periodo 2° més 3° més
de adaptacido Pés-operatério Pés-operatorio

S LUVH | N | |
T -4 - ——— — — - -» Treinamento

- 0 »1 Cirurgia -t — — ——i—m—i—i— —

L 3 oT - —» Cirurgia —~ —{-» Treinamento

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2.Processo Ciruargico — Ovariectomia

Os animais dos grupos OT e O foram anestesiados com Ketamina (50mg/Kg) e Xilazina
(10mg/Kg) e posteriormente submetidos a técnica de tricotomia e assepsia da regido ventral do
abdomen. Com o uso de um bisturi, a parede abdominal foi seccionada através de uma incisura
longitudinal expondo os ovéarios para serem dissecados. A seguir, suturou-se desde a parede
muscular até o cutdneo com linha de sutura de nylon n° 6.0, e fez-se assepsia local 3 vezes ao
dia por 7 dias. Apos o procedimento operatorio os animais foram medicados por 4 dias com

Paracetamol (300mg/Kg) e alocados em gaiolas limpas (FERRETTI et al., 2014).

3.3.Protocolo de Treinamento

Ap6s a chegada dos animais, estes foram submetidos a um periodo de adaptagdo de 10
dias a fim de que se adaptassem ao novo ambiente, rotina € acomodagdes. A seguir 0s grupos
O e OT passaram pelo procedimento de ovariectomia e foram sujeitos a 1 més de recuperagao
poOs — cirurgica, a qual foi acompanhada pelos demais grupos, para que todos iniciassem o
protocolo de treinamento ao mesmo tempo. Posteriormente, os grupos T e OT, iniciaram o
treinamento aquatico (natagdo) em tanques retangulares. As ratas foram individualmente
separadas por tubos de PVC (cloreto de polivinila), com dimensdes 24x50 cm, para que nao
ocorresse aglomeragdo e dispersdo, imersas a 40 cm de agua aquecida a 31°C (PESTANA et
al., 2012). Os animais foram pesados semanalmente em uma balanca semi-analitica ao longo
de todo o experimento para a avaliagdo da massa corporal, o que também auxiliou na
manutencdo das sobrecargas que foram presas a eles. Estas eram pesos de chumbo, fixados ao
torax, equivalentes a 5% da massa corporal, os quais eram aferidos e corrigidos semanalmente.
Foram realizadas 5 sessdes semanais com duracdo de 60 minutos cada, por um periodo de 4

semanas, em um total de 20 sessdes (CIABATTARI; DAL PAI; DAL PAI 2005).
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Figura 2. Demonstracdo do Treinamento de Natacao.

wd o

Legenda: A — Treinamento individual de natagdo (tubo de PVC). B — Diagrama demonstrativo para
posicionamento das ratas durante o protocolo de exercicio fisico.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4.Microscopia Eletronica De Transmissao

Foram utilizados cinco animais de cada grupo. Estes foram eutanasiados em camera de
dioxido de carbono (CO> durante 5 minutos) e entdo dissecavam-se as amostras do atrio
esquerdo. Estas foram imersas em solugdo de Cacodilato de sédio a 0.1M, pH 7.4), durante 48
horas a 4°C. Em seguida, as amostras foram pods-fixadas com solucao de tetréxido de 6smio a
1% durante 2 horas, a 4°C (CIENA et al., 2010), lavadas com solug¢ao salina 0,9% por trés vezes
e fixadas com a solug@o de Acetato de Uranila a 0.5% durante 12 horas, a temperatura ambiente
e na auséncia de luminosidade. Depois, foram submetidas a desidratacdo em série crescente de
alcoois a partir do 70%, 80%, 90% e 95% (1x), alcool etilico absoluto (4x) com banhos de 15
minutos cada, e em Oxido de Propileno (2x) por 15 minutos. Apos a desidratacio as amostras
permaneceram | hora em uma mistura de resina (Low Viscosity Embebbing Media Spurr’s Kit
Electron Microscopy Sciences, USA) e Oxido de Propileno na propor¢io de 1:1, sob agitacio,
em temperatura ambiente. Posteriormente, a resina novamente foi trocada para proporcao de
3:1 durante 1 hora e 30 minutos, depois em resina pura durante 12 horas em temperatura
ambiente com auséncia de luminosidade. Apos essa etapa as amostras foram aquecidas por 1
hora em estufa a 37°C, com frasco aberto para total evaporacao de liquidos das amostras.

Na inclusdao das amostras em moldes retangulares de silicone, estes eram preenchidos

por resina pura e mantidos por 3 dias em estufa a 60°C para concretizar-se a polimerizagdo do
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bloco. Os blocos foram trimados para a realizagdo de cortes semifinos de 10um em
ultramicrétomo (Leica Ultracut UCT, Germany), e corados com o método de azul de toluidina
1%. As imagens foram obtidas por meio do fotomicroscopio Carl Zeiss Microimaging
(Axiokop 40, Gottingen, Alemanha). Apds selecionada a area de interesse, foram realizados
cortes ultrafinos de 60 nandmetros em ultramicrétomo, que eram coletados em telas de cobre
de 200 “mesh” (Sigma-Aldrich, USA) e, contrastados com a solucdo de acetato de uralina a
4%, por 3 minutos, lavados em agua destilada, contrastados em solugdo aquosa de citrato de
chumbo a 0.4% por 3 minutos e lavados em seguida com agua destilada (CIENA et al., 2012).
As telas foram examinadas através do microscopio eletronico de transmissdo Philips CM 100,
laboratorio de microscopia do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista-

UNESP, campus de Rio Claro - SP.

3.5.Morfometria

A anélise morfométrica consistiu em quantificacao da densidade de granulos de PNA por
area da imagem e a mensuragdo de sua area e diametro, de modo que foi obtida uma média
destes dados em todas as microscopias analisadas por grupo. Isso ocorreu com o auxilio dos
softwares de morfometria e analise estatistica.

Na ferramenta Image]®, foi utilizado n» = [0 de microscopias selecionadas
aleatoriamente para a realizagdo da morfometria, que consistia na mensuracdo da area e
diametro dos granulos de PNA, com as ferramentas “Polygon” e “Straight”, respectivamente, e
a quantificacdo de granulos por area, em que os granulos eram enumerados em imagens com
4rea aproximada de 2,8 x 10® nm?, com a ferramenta “Multi-point”. Em seguida estes dados
eram entdo transferidos para uma planilha, de onde obtinha-se média aritmética e desvio padrao.
Para os calculos referentes a area e diametro, n = 100, e para densidade n = /0.

Com estes elementos (n, desvio padrao e média), foi realizado o teste ANOVA one-way
e pos-teste de Tukey no software GraphPad Prism®. O nivel adotado de significancia adotado

p<0,05.



Figura 3. Diagrama de anélise a partir do software Image J®.
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Legenda: A — Imagem demonstrando pardmetros medidos: seta maior representa didmetro e seta menor a area. B
— Representacdo de microscopia de cardiomidcito, evidenciando os granulos de PNA que foram enumerados e

mensurados.
Fonte: Elaborado pelo autor.



19

4. RESULTADOS

A partir das imagens obtidas com o método de microscopia eletronica de transmissao, foi
possivel realizar analises quantitativas e qualitativas referentes a area, didmetro e densidade por
area dos granulos de PNA. Estas mostraram que tanto o protocolo de treinamento, quanto o de
ovariectomia, causam a diminui¢do em area e didmetro dos granulos. No entanto, o treinamento
¢ capaz de diminuir a quantidade de granulos por area, mas quando realizado em conjunto a
ovariectomia, pode gerar um aumento neste fator.

No grupo S os aspectos ultraestruturais dos cardiomidcitos mostraram que os granulos
de peptideos natriuréticos atriais (PNA) possuem aspecto ovalar, com variagdes relativas em
sua area e estdo distribuidos de maneira aleatoria entre grupamentos mitocondriais, que
apresentam amplas variacdes em didmetro, mas seguem o mesmo padrao arredondado. No
entanto, ndo foi possivel notar um modelo de disposicdo, ja que se mostram em sua maioria
ligeiramente agrupados ou, com menor frequéncia, totalmente dispersos. (figs. A, E)

No grupo T, os mesmos aspectos sdo visualizados, ndo sendo observada maiores
diferencas em sua forma ovalar, exceto pela leve diminui¢do em valores de diametro. Foi
possivel notar que os granulos estdo dispostos de maneira adjacente ao nucleo, localizado
centralmente no cardiomiocito, obedecendo a mesma distribuicao descrita anteriormente (figs.
A, E). No entanto, nota-se que os grupamentos sao compostos por um maior numero de granulos
e poucos se encontram dispersos (figs. B, F). Ademais, as mitocondrias referentes a este grupo
mantém seu aspecto arredondado e despadronizagdo em tamanho.

No grupo O (figs. C, G), foi notado diminuic¢ao acentuada nos granulos de PNA, quando
comparado aos grupos S e T. Nao hd mudanga em seu aspecto ovalar, mas foi possivel observar
que existe uma quantidade inferior de granulos dispostos proximos ao nucleo, quando
comparado aos demais grupos, e ndo ¢ clara a formagdo de grupamentos. As mitocondrias,
dispostas em todo o cardiomidcito, evidenciam um aspecto maior e mais alongado, além de
maior quantidade, se comparadoa Se T.

No Grupo OT (figs. D, H), notou-se que o diametro geral dos granulos diminui pouco
em relagdo ao grupo O, mas preservam seu aspecto ovalar e distribui¢do ndo uniforme, com
grupamentos, mas também com granulos solitarios. Além disso, nota-se um aumento no nimero
das mitocondrias, mas estas evidenciam tamanho inferior e um formato mais arredondado em

relagdo ao grupo descrito anteriormente.
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Figura 4. Microscopia eletronica de transmissdo dos granulos de PNA do atrio esquerdo dos Grupos.

Sedentario Treinado Ovariectomia Ovariectomia/Treinado
g = 7 w P SHCISST ¢ ST - 7 :

¢ 7 2 % D
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Legenda: (*) cardiomiocitos, (setas) granulos de PNA, (N) nucleo, (M) mitocondria. Barras: 2 um (A, B) e 1 um (C, D, E, F, G, H).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A andlise quantitativa, realizada a partir da comparagdo estatistica dos dados de
morfometria, corroboram o que fora observado na analise qualitativa, e ¢ possivel observar o
mesmo padrao de alteragdes para ambas as medidas. O grupo S apresentou os maiores valores
morfométricos de area e diametro, seguido do grupo T, grupo O e grupo OT, apesar da diferenca
entre os dois ultimos grupos nao ser significativa (p>0,05). Também em relagdo a quantidade
de granulos por area, o grupo S apresentou os maiores valores, seguido do grupo T, OT ¢ O.

O grupo S, sendo o controle, demonstra os dados de um sistema sem interferéncias. Seus
valores, tanto para area quanto didmetro, foram os mais altos. Ao comparar com o grupo T, que
passou somente pelo treinamento aquatico, ¢ possivel notar diminuigao significativa para area
de 18,8% (p<0,001) e para didmetro de 9,7% (p<0,01). Também houve diminui¢do na
densidade dos granulos, que tiveram uma queda de 31,7% (p<0,01). No entanto, seus dados nao
apresentaram significancia estatistica em relagdo ao grupo OT.

O grupo O, comparado ao grupo S, reduziu area em 74,8% (p<0,001) e diametro em
51,9% (p<0,001). No entanto, quando comparado ao grupo OT, ndo houve significincia
estatistica (p>0,05), como também observado ao comparar com grupo S, ao revelar diminui¢ao
da area em 74,8% e 51,7% do diametro. No entanto, o grupo OT teve aumento da densidade

em 54,9% (p<0,01) em relagdo a grupo O.



Figura 5. Média e desvio padrao de densidade, diametro e area dos granulos de PNA.
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Legenda: Médias e desvio-padroes da densidade (A), didmetro (B) e area (C) dos granulos de PNA dos Grupos
Sedentario (S), Treinado (T), Ovariectomia (O) e Ovarietcomia/Treinado (OT). **p<0,01 e ***p<0,001.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo permitiram analisar e descrever os efeitos morfoquantitativos e
ultraestruturais dos granulos de PNA, frente aos protocolos de treinamento aquatico € modelo
experimental de menopausa.

O treinamento de nata¢do desencadeou a diminuicao das medidas dos granulos de PNA. O
exercicio fisico promove muitos efeitos benéficos ao corpo, tais como regulagdo da homeostase
e controle e prevengdo de doengas e no caso do sistema cardiovascular, o mais recomendado
sdo exercicios aerobicos regulares, como a natagdo, devido a reducdo da resisténcia vascular
periférica (PETRINI et al., 2015). No entanto, os exercicios fisicos de alta intensidade ou
realizados por adolescentes e mulheres de modo recreacional, podem levar a sintomas como a
amenorreia, distarbios alimentares e osteoporose, que caracterizam a triade da mulher atleta.
Ha hipodteses de que os niveis de endorfinas liberados durante o exercicio desenvolvem a
inibi¢do do hormonio liberador das gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotalamo, o que leva a
inibicdo de todo o eixo hipotdlamo-hipofise-ovarios- tutero, desregulando a producdo de
hormdnios sexuais. A dopamina possui efeito inibitorio da prolactina e devido a atividade fisica,
teria seus niveis aumentados, também afetando o horménio GnRH (PARDINI, 2001; LEITAO
et al., 2000). Ademais, a revisdo de Pearson, King e Smart (2018), também mostram que
diferentes protocolos de exercicio fisico promoveram a diminuicdo de MR-proANP, um
precursor deste hormonio. Esses fatos podem justificar os dados observados neste estudo, em
que o grupo T apresenta os valores de area, didmetro e densidade inferiores ao grupo S, ou seja,
a atividade fisica levou a um nivel inibi¢do dos hormdnios sexuais responsavel por afetar a
producao de PNA.

Outra possibilidade ¢ que o treinamento de natacdo possa ter influenciado na homeostase
do sistema cardiovascular, o que levou a maior liberacdo dos PNA’S e causou a diminui¢ao dos
granulos. Por estar em um sistema de equilibrio, ndo houve necessidade de uma maior demanda
de granulos para que existisse grande quantidade disponivel deste hormodnio. Segundo o
trabalho de Vardar et al. (2015), o exercicio fisico aumenta os niveis circulantes de PNA no
sangue. E importante ressaltar que o protocolo adotado foi diferente, pois o modelo
experimental foi submetido a atividades aerdbicas em esteira com administracdo intravenosa
de PNA.

Apo0s o procedimento de ovariectomia foi desencadeada a diminuig¢do da area, didmetro e
densidade de granulos. Tais achados corroboram as descricdes de Souza et al. (2014), em que

se utilizaram de metodologia similar para analisar o efeito da ovariectomia em camundongos
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jovens. Ao notar que este procedimento gera a diminui¢do do tamanho dos granulos, associou
este cendrio a auséncia de estrégeno, um hormoénio que age como um possivel modulador e,
que em sua auséncia, leva ao declinio de PNA circulante. No entanto, ressalta que as alteragdes
encontradas com os granulos de peptideos natriuréticos podem explicam o porqué de apesar de
haverem tratamentos de reposi¢do hormonal, a pressdo sanguinea de mulheres apds a
menopausa se mantém altas. Isso supostamente se deve a associagao a outros hormdnios sexuais
nao inclusos ao tratamento, tais como o estradiol, que também teria efeito sobre os PNA’s e o
sistema renina-angiotensina, o que perpetua o quadro de hipertensdo. O estudo de Komukai,
Mochizuki e Yoshimura (2010) também aponta que a ovariectomia ¢ responsavel por diminuir
a quantidade de PNA circulante no plasma sangineo, mas que podem ser normalizados com a
terapia de reposi¢do hormonal.

E importante ressaltar que o treinamento em animais ovariectomizados gerou um leve
aumento na area e didmetro dos granulos em relagdo ao grupo ovariectomizado. Ademais, na
analise de densidade de granulos por area entre os grupos T e OT, € possivel que o treinamento
fisico tende a normalizar a quantidade de granulos frente ao procedimento de ovariectomia

Em andlises de mRNA de PNA, foram observadas semelhangas quanto aos dados de grupos
sedentarios e ovariectomizados, ou seja, a ovariectomia provoca diminui¢do significativa na
producao de PNA’s, o que sua modulagdo com os hormdnios ovarianos. No entanto, os graficos
mostram dados divergentes: um camundongo ndo ovariectomizado submetido ao protocolo de
treinamento obtém valores de produ¢do de mRNA mais baixos que um ovariectomizado
submetido ao treinamento (GUTKOWSKA et al., 2007). Apesar disto, em suma ambos
mostram que o treinamento fisico exerce um efeito de recuperacdo frente a ovariectomia e
supde-se que isso possa ter ocorrido devido a diferenga de treinamento utilizado.

Segundo a revisdo de Costa et al. (2017), o treinamento aquético promove o aumento
da natriurese e diurese, assim como os niveis circulantes de PNA, proporcionado pela
hipervolemia central, retorno venoso, distensdo e débito cardiaco. J& os hormonios ADH,
aldosterona e renina tém suas concentracdes reduzidas e este quadro poderia variar com a
profundidade de imersdo, modalidade de exercicio, posturas adotadas e temperatura da agua.
Essas informagdes corroboram que o protocolo de natagdo exerceu efeito benéfico sobre os
animais do grupo OT, levando ao aumento da densidade dos granulos, apesar destes nao terem
alcagado aumento em area e didmetro, que pode indicar maior liberagao deste hormdnio no

sangue.
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6. CONCLUSAO

Concluiu-se que o modelo experimental de menopausa resulta em drésticas alteragdes nos
granulos de peptideos natriuréticos atriais e, apds a intervencao do treinamento de natagdo foi

promovido o aumento dos na densidade dos granulos nos cardiomiocitos.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica e Pesquisa com Animais

LY eg ‘%ﬁ@" UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA  COAISSAO DE E¥1CA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”  NO USO DE ANIMAL
Campus de Rio Claro CEUA —IB- UNESP - CRC

DECISAO CEUA N° 10/2015

Instituicdo: UNESP - IB -~ CRC Departamento: Educacéo Fisica -
Data de Registro CEUA: 14.05.15 ‘

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Caracteristicas morfoldgicas
cardiacas de ratas ovariectomizadas submetidas ao treinamento fisico®, protocolo n°
4259, sob responsablhdade de Adriano Polican Ciena ( Pesquisador Responsavel ) e
Mariana Garcia Ferreira Silva (Orientanda) , que envolve a produgéo, manutencdo efou a
utilizacade de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica {ou-ensino) — encontra-se de acordo com 0s preceitos da Lei
n® 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n 1676.899 de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Expenmentagao Animal (
CONCEA).

Subprojeto(s) vincutado(s): ==.==

Colaboradores: _ ' j

A Comissao de Etica nc Uso de Animal ~.CEUA do Instituto de Biociéncias 'da' UNESP —
'| Campus de Rio Claro, em sua 24° reunido ordinaria, realizada em 17/06/15.

Vigéncia do Projeto: 13/07/15 a 12/02/2016

Espécie/linhagem: Rattus Norvegicus ( ratos wistar) Numero de animais: 40

Peso: 220 gramas Idade: 80 dias Sexo: fémea ‘
Origem dos animais (Informacdes sobre o fornecedor): Biotério de Botucatu- UNESP

( )-TcC
Objetivo ( ) Mestrado
Académico: - |( ) Doutorado
(X) Outros — (Iniciag&o Cientifica)

Rio Claro, 18/06/2015

. = |
Prof. Dr. José Paula Leite Guadanucci
Coordenador

Maiavia & . F. Sila

K _ Instiiuto de Biociéncias — Se¢ao Técnica Acadé:mica
Avenida 24-A n° 1515 - CEP 13506-900 - Rio Claro - S.P. — Brasil - tel 19 3526-4105 - fax 19 3534-0009 - http:/Aww.rc.unesp.br

0 A[.lwrovou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido pelo
relator

0) Desde gue atendidas as pendéncias apontadas na reunido (vide anexo), aprova
o Projeto de Pesquisa acima citado (prazo maximo de 30 dias). 5
Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido

() : pelo relator.
Aprovou retornar ao interessado para atendimento das pendencxas encontradas

) (prazo maximo de 30 dias).

() Nao Aprovou.

() Retirou, devido a permanéncia das pendéncias.
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ANEXO B - Certificado de Participacdo em Congresso (CIC)

& XX'X Congresso de Iniciaggo
f Cientifica da Unesp
v

Certificamos que o trabalho intitulado "Andlise ultraestrutural dos peptideos
natriuréticos atriais em ratas Wistar idosas ovariectomizadas submetidas ao treinamento de
natag&o” foi apresentado na 1* fase do XXIX Congresso de Iniciacao Cientifica da Unesp, na
cidade de Rio Claro - SP, no periodo de 27 e 28 de setembro de 2017, por Luana Martins
Ferraz, na forma Oral, orientada pelo Prof. Adriano Polican Ciena.

Rio Claro, 28 de setembro de 2017

9z,
Moe ‘/'3“'*“ Sy Gty
Prof. Dr. Carfos Frederico de Oliveira Graeff Profa. Dra. Maria zabel Souza Camargo
Pré-Reitor de Pesqusa Coomienacdiora Executva do CIC

unesp“
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ANEXO C - Certificado de Seleciao para 2° Fase CIC

°. )(XIX Congresso de Iniciacéo
f Cientifica da Unesp
4

CERTIFICADO

O trabalho do(a) académico(a) LUANA MARTINS FERRAZ sob orientacdo do(a) Prof(a). Dr(a). ADRIANO POLICAN
CIENA foi selecionado na 12 fase do XXIX CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA DA UNESP, na cidade de Rio Claro,
realizada no periodo de 27 a 28 de setembro de 2017 para participar da 2* fase do Congresso que sera realizada em Bauru,
nos dias 22 e 23 de novembro de 2017.

Rio Claro, setembro de 2017.

Profa. Dra. Maria Izabel Souza Camargo
Coordenadora Executiva do CIC



Luana Martins Ferraz

Graduanda
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Prof® Adriano Polican Ciena

Orientador



