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RESUMO

A ovariectomia consiste na retirada dos ovarios, onde ocorre a privagdo dos
hormonios ovarianos semelhante ao que acontece na menopausa a qual propicia a
hipoatividade uterina e aumento da massa corporal. A pratica de exercicios fisicos
tem diversos beneficios sobre as adaptacées morfologicas e a redugdo dos efeitos
deletérios consequente da privagcdo hormonal. O presente estudo consistiu em
descrever as caracteristicas morfoldgicas do utero de ratas Wistar ovariectomizadas
submetidas ao exercicio fisico de natacdo. Foram utilizadas ratas Wistar com 90 dias
de idade divididas em 4 Grupos: Sedentario (S), Treinado (T), Ovariectomia (O) e
Ovariectomia Treinado (OT). Os grupos O e OT foram submetidos ao procedimento
cirurgico de ovariectomia. Os grupos T e OT foram submetidos ao protocolo de
natacao realizado diariamente, por 1 h, no total de 20 sessdes, com sobrecarga de
5%. As mensuracdes da massa corporal dos animais foram realizadas nos periodos:
1° periodo, antes do procedimento cirdrgico — ovariectomia; 2° periodo, ao fim do 1°
més pos-operatorio e ao inicio do protocolo de treinamento; 3° periodo, ao término
do protocolo de treinamento. A mensuracdo da massa uterina ocorreu ao final do
experimento apdés a dissecagcdo. Para as analises morfométricas os cortes
histolégicos foram mensurados: a area e espessura das camadas uterinas:
miometrial interna, glandular e epitélio luminal. Os resultados obtidos demonstraram
que ao 3° periodo o grupo O apresentou acréscimo em sua massa corporal,
enquanto, a massa corporal do grupo OT se manteve. A massa uterina dos animais
O e OT apresentaram grande redugdo. Através da analises morfométricas foram
observados alteragdes na reducéo da area na camada glandular e epitélio luminal, e
0 aumento da espessura da camada miometrial interna do grupo T. Concluimos que
o treinamento de natacao foi eficaz na manutengdo da massa corporal, enquanto
que o modelo experimental de menopausa promoveu extensa atrofia do 6rgao (O e
OT), e quando associado ao treinamento ndo demonstrou efeitos tréficos uterinos
(OT). Amplas alteragbes foram encontradas nas camadas endometrias e mometrial
associado ao treinamento de natagao.

Palavras-chave: Utero, Massa Corporal, Ovariectomia, Natagcdo, Camadas Uterinas.



1.

4.

© N o o

SUMARIO

INTRODUGAO ........coieeeeeereereereraeesessessessessessessessessessesssssssssssssssssessesssssessesssssssnens 7
1.1. Morfologia uterina..........ccccciiiiiiinininnin i —————— 7
1.2, Ciclo ULEriNO ... s 8
R TR 1/ =Y 4 U o - 1K= 8
1.4.  OVarieCtoOmia ........cccciiiiiiir s 9
1.5. EXercicio fiSICO.....ccommimmiiciiiiiiiriries s 10

OBJETIVO GERAL .........oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennneennnessss s s se s s s s ss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s nnsnnnnns 12

MATERIAIS E METODOS ......ocoiiiucreireensessesssessssssssssssssssssesssssssssssssssssssssans 13
B g Y 1 - T 13
3.2. Procedimento CirlrgiCo.......cccuuiiimimmmmmmmmmssmsssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnn 13
3.3. Protocolo de treinamento.............ccoiiimiiecni s 14
3.4. Determinacgao do ciclo estral ...........oririeecciiiiir s 15
3.5. Mensuragao da massa corporal e uterina..........cccccovrmmrmncirirreencnrereemnnnnen 15
3.6. Microscopia de luz..........cciimiemeeiiiiiiiiirrrrr s e 16
RN AR A Vo F- 1T E=T= 00 ¢ 4 LoY o e 1 =3 1 o (o 16
3.8. Microscopia eletronica de varredura.............cccccommmrieeeicinnnininnnneesnnn, 17

RESULTADOS ......ooooeieeieeieeeeseresssssssssssssssssssssssssssss s s s s sssssnssnssssssnssnsssnsnnnnnnnnnnnnn 18
4.1. Determinagao do ciclo estral .........ccccceerrmmmmmmmmmenmnnmnnnen e 18
Z: SN | - E=T=T- T oo 4o Yo - | [ 18
Z: 30 TR = E=T=F- T 1 =Y oo - T 19
4.4. Microscopia de lUuz.........eeiiiiieeiiiirrccr e e e nnan 19
4.5. Analise MorfOmetriCa .......ccceiiiiiiiiiiiiecrr e 21
4.6. Microscopia eletronica de varredura.............cceeeeemeccciiiieirerecce e 22

DISCUSSAOD ......couieeirerrrseeresesseesesasss s e sssas s s s sesasssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsens 24

CONCLUSAOQ ..ottt e esessessessessessessesssssessessessssssssessessessssssssessssssssessnssens 27

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccccoentnererererereresesesesssssssssssssssssssssssssssans 28

| (0 1 33
- 0 T o - 41 T o U 33



1. INTRODUGAO

1.1. Morfologia uterina

O utero é um dos orgaos do aparelho reprodutor feminino, constitui parte dos
orgaos genitais internos associados as tubas uterinas e ovarios, esta localizado na
cavidade pélvica entre a bexiga urinaria e reto. O utero em seu estado natural
apresenta cerca de 7cm de comprimento. Além de via de passagem para os
espermatozoides, o utero também é local da nidagcdo, desenvolvimento do feto
durante a gestacado e trabalho de parto. Durante o ciclo reprodutivo, quando a
fecundagdo nao acontece o utero é a fonte do fluxo menstrual onde ocorre a
descamacao do endométrio (BRITO et al., 2000; BABINSKI, 2012).

O utero é formado pelas regides: corpo, fundo, istmo e colo do utero. O corpo
do utero se anexa lateralmente com a tubas uterinas, € a principal parte e estende-
se até o istmo. O fundo do utero é a parte acima da jungao das tubas uterinas. O
colo do utero é localizado na parte inferior e se comunica com a vagina através do
ostio do uterino, sofre variagdes com a idade e com a fase funcional do 6rgao
(ABBAS; MONAGHAN; CAMPBELL, 2016).

A estratigrafia uterina é constituida por trés principais camadas: endométrio,
miométrio e perimétrio. Internamente localiza-se endométrio, € a camada que mais
se modifica com o ciclo menstrual e com a gravidez, € uma camada mucosa,
composta de trés estratos de tecido: um superficial, de tecido epitelial colunar
compacto; um médio, esponjoso de tecido conjuntivo frouxo; e um interno, de tecido
conjuntivo denso, que conecta o endométrio ao miométrio. O miométrio € a camada
uterina média e constitui a maior parte da parede uterina, também é constituido de
musculatura lisa entreposta em tecido conjuntivo. E o perimétrio, camada uterina
externa, € uma derivada do peritdnio, composta por uma tunica serosa e pela tela
subserosa (CHUFFA et al., 2011; CULCLASURE, 1973).

O sistema reprodutor feminino de ratas constitui em um conjunto de ductos
(oviduto, cornos uterinos e corpo uterino), ovarios e vagina. O utero tem um formato
bicorniculado que possuem dois canais cervicais distintos e ha uma significante
camada muscular transversa na juncado dos cornos uterinos (RIBEIRO, 2013). Sua

estratigrafia uterina € composta pelas trés principais camadas, sendo a endometrial
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e miometrial subdivididas, em: Endomeétrio em camada epitélio luminal, mais interna
em contato com a cavidade intrauterina, e camada glandular; e miométrio divido em

camada interna e externa.

1.2.Ciclo uterino

O sistema reprodutor feminino possui modificagdes ciclicas regulares,
definidas como preparagao periddica referente a fertilizagdo, quando ndo acontece a
fecundagao ocorre o chamado ciclo menstrual, que compreende em um decorrente
desprendimento epitelial do endométrio que a cada ciclo se renova (CUNEO; RUIZ;
LACUARA, 2004; KHADIM; ZEHRA; ASHRAF, 2015).

Durante a menstruacao os tecidos superficial e epitelial colunar compacto do
endomeétrio descamam, pois ocorre 0 aumento do volume do endométrio com grande
formacao de redes capilares. Na fase adulta o ciclo menstrual completo varia em
média 28 dias que compreende a fase folicular, ovulagdo e fase lutea (CUNEO;
RUIZ; LACUARA, 2004; RODRIGUES; MIGLIORI, 1984).

O sistema reprodutor feminino de outros mamiferos nao primatas, apresenta o
ciclo estral, onde ndo ha menstruagao. O estro € momento onde ocorre a ovulagao e
€ despertado o interesse de reproducdo, em ratas os eventos enddcrinos sao
semelhantes aos que acontecem no ciclo menstrual humano, porém os dias do ciclo
sejam marcados a partir do dia do estro. Nestes animais as fases sao: diestro,
proestro, metaestro e estro (GANONG, 1983; MARCONDES; BIANCHI; TANNO,
2002). Essas fases sao geralmente diferenciadas através de seus tipos de células, a
fase de estro e proestro tem duracao de 12 horas cada, enquanto metaestro tem 21
horas e diestro uma duragdo de 57 horas (LONG; EVANS, 1922; PACCOLA et al.,
2013).

1.3. Menopausa

Ao decorrer do envelhecimento diversas modificagdes fisioldgicas ocorrem,
como alteracdo na composi¢cao corporal relacionada a reducédo da forca, massa
muscular, e o aumento de tecido adiposo decorrente da reducdo da taxa metabdlica
e atividades fisicas diarias (LOVEJOY; SAINSBURY, 2009; TREVISAN; BURINI,
2007; PICOLI, FIGUEIREDO, PATRIZZI, 2011). A velocidade dessas mudangas
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variam entre individuos influenciado por fatores tanto genéticos como ambientais de
estilo de vida, nutricionais, além da atividade fisica (VALADARES et al., 2011).

Da mesma forma as mulheres passam pelo processo bioldégico da menopausa
onde ao avangar da idade os ovarios se tornam insensiveis a estimulacdo hormonal,
no qual sdo importantes reguladores da atividade funcional e estrutural do sistema
reprodutor feminino, ocorre entdo a diminuicdo significativa em sua secregédo e
funcado, os ciclos menstruais se tornam irregulares até desaparecer definitivamente
(MENDONCA et al., 2006). A partir da menarca até a pés-menopausa a quantidade
de hormoénios sexuais sdo determinantes criticos para a saude da mulher, sua
auséncia promove alteragdes funcionais e morfologicas, além de apresentar sinais e
sintomas que provocam diferentes reag¢des, comportamento e maleficios ao bem-
estar da mulher (FAUSER et al., 2011; RAMPELOTTO et al., 2017).

1.4.Ovariectomia

A ovariectomia é um procedimento cirurgico de retirada bilateral dos ovarios,
o procedimento promove a privagao dos hormonios ovarianos como progesterona e
estrégenos, induz na reducado significativa do utero em virtude de sua grande
influéncia hormonal (HOEGH-ANDERSEN et al., 2004; BABINSKI, 2012), e além
disso, € amplamente utilizado como modelo experimental de menopausa em
pesquisas cientificas (FERRETTI et al., 2014).

Os estrogenos sao secretados pelos foliculos ovarianos, desempenham
fungdes importantes no organismo ao promover o desenvolvimento e manutencao
de caracteristicas femininas, tais como: estruturas genitais, caracteristicas sexuais
secundarias (distribuicdo de tecido adiposo a diversas partes do corpo), e glandulas
mamarias. Além disso, estimulam a sintese proteica e reduzem o nivel de colesterol
sanguineo. A razdo do desenvolvimento dessas caracteristicas se deve a
capacidade do estrogeno de promover proliferagdo dos elementos celulares em
determinadas regides do corpo. O estrogeno também estd relacionado ao
crescimento, remodelagédo e composi¢cao 6ssea. (AMADEI et al., 2006; YOUNG,
2013).

A progesterona € secretada principalmente pelas células do corpo luteo com

agao juntamente com os estrogenos de manutencdo do endométrio na fertilizagao,
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faz com que as células glandulares do endométrio e das mamas se tornem
altamente secretoras (CAMPBELL; FEBBRAIO, 2001).

Os receptores de estrogenos e progesterona tem manifestacdo em tecidos
além do sistema reprodutor feminino como tecido 6sseo, vasos sanguineos e tecido
muscular, além de ter influéncia em diversos processos biolégicos como a

aprendizagem, memodria, cognigcao e coordenacao motora (FAUSER et al., 2011).

1.5.Exercicio fisico

Os exercicios fisicos promovem longevidade e qualidade de vida funcional,
fornecem variadas atividades e ambientes favoraveis para motivacao e interacao
social. O exercicio fisico de alta intensidade prolongado estimula diversas
adaptacgdes fisiolodgicas inclusive disturbios no ciclo reprodutivo com um aumento da
duracdo da fase folicular e uma diminuicdo na secregcdo da fase lutea, como a
amenorréia que pode ocorrer também em um estado de baixa disponibilidade de
energia (CHUFFA et al., 2011; VALADARES et al., 2011; WILLIANS et al., 2011).

Seus beneficios podem ser utilizados como uma intervengao efetiva para
variadas patologias, inclusive que acometem mulheres na pés-menopausa. Promove
mudancgas nas secre¢cdes hormonais, estimulagdo na adaptagao fisioldgica e a
melhora da qualidade de vida, na qual € uma alternativa efetiva para variadas
morbidades e o bem-estar do individuo (GRINDLER; SANTORO, 2015; WILLIANS et
al., 2001).

A natacgao € um exercicio fisico realizado em meio aquatico que proporciona a
reducdo do estresse nas articulagdes, aumento da forga e reducdo da gordura
corporal, além de ser utilizado muitas vezes como instrumento terapéutico por seu
carater relaxante do ambiente aquatico que promove o bem-estar fisico e mental
(BANZ et al., 2003; DEGANI, 1998; LEE; OH, 2015).

O processo biolégico da menopausa ocasiona aumento da massa corporal
em mulheres decorrente das alteracbes metabodlicas presentes durante este
processo, dos o6rgaos do sistema reprodutor feminino o utero sofre relevante
influéncia das alteracbes hormonais que acarretam em sua hipoatividade e
consequentemente redugcdo da massa uterina. A pratica de exercicios fisicos
proporciona diversos efeitos positivos sobre as adaptagdes fisioldgicas, com a

prevencdo de diversas patologias e ocasiona beneficios com a atenuagdo dos
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efeitos deletérios decorrentes das alteracbes hormonais. Através da analise de um
modelo experimental de menopausa foi possivel analisar as alteragdes morfolégicas
que ocorrem, e 0s possiveis beneficios mediante ao treinamento de natacdo. Além
de suas futuras aplicacbes para melhorar a qualidade de vida de mulheres apos a
menopausa, como alternativa para novos protocolos de reabilitagdo, com hipotese

de prevencao para redugao das alteragdes uterinas decorrentes da atenuacéo das
modificagdes hormonais.
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2. OBJETIVO GERAL

O presente estudo consiste em descrever as caracteristicas morfolégicas do

utero de ratas Wistar ovariectomizadas submetidas ao exercicio fisico de natagao.

2.1.Objetivos Especificos

e Mensurar a massa uterina e corporal dos animais;

e Descrever as caracteristicas estruturais e morfométricas do utero através do
método de microscopia de luz utilizando as coloragdes de Hematoxilina-Eosina
(HE), Picro-Sirus e Tricromio de Goldner;

e Descrever os aspectos tridimensionais do utero por método de Microscopia

Eletrébnica de Varredura.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizadas 32 ratas Wistar adultas oriundas do Biotério Central da
UNESP - Campus de Botucatu-SP, com 90 dias de vida, divididas aleatoriamente em
quatro Grupos (n=8): Grupo Sedentario (S): os animais ndo foram submetidos ao
protocolo de natacdo; Grupo Treinado (T): os animais foram submetidos ao
protocolo de natacédo; Grupo Ovariectomia/Sedentario (O): os animais foram
submetidos a ovariectomia e nao foram submetidos ao protocolo de natagcéo; Grupo
Ovariectomia/Treinado (OT): os animais foram submetidos a ovariectomia e ao
protocolo de natacéo.

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno coletivas no Biotério
Setorial do Laboratério de Biodindmica do Departamento de Educacéo Fisica do
Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus Rio Claro-SP. Os animais receberam
racao balanceada padrdo (Purina®) e agua “ad libitum”, com temperatura ambiente
controlada a 23+2 °C, fotoperiodo claro/escuro de 12 horas com 5 ratas em cada
gaiola. Através de balanga semi—analitica os animais foram pesados semanalmente,
para a avaliagdo da massa corporal, durante todo o periodo experimental. Todos os
procedimentos aplicados neste estudo foram aprovagao pelo Comité de ética no Uso
de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista
Campus de Rio Claro — SP (Protocolo n® 9375).

3.2.Procedimento cirurgico

Os animais dos Grupos Ovarietomia e Ovarietomia/Treinado foram
anestesiados com Ketamina (50mg/kg) e Xilazina (10mg) via intraperitoneal, em
seguida a tricotomia e a assepsia cutanea da regido ventral do abdome. Com auxilio
de um bisturi a parede abdominal foi seccionada através de uma incisura vertical
(Laparotomia Mediana) para que os ovarios fossem expostos e dissecados. Apds
este procedimento, a parede abdominal foi suturada em camadas, com linha de
nylon n° 6.0. Apds a sutura, foi realizada a assepsia da regido da inciséo cirurgica 3x

ao dia durante 7 dias (FERRETTI et al., 2014). No periodo pés-cirurgico, foi
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adicionado o paracetamol 300 mg/kg via oral no bebedouro dos animais para

analgesia durante 7 dias.

Figura 1. Procedimento cirurgico - ovariectomia. (A) Parede abdominal seccionada.
(B) Ovarios expostos.

3.3.Protocolo de treinamento

Foram submetidos ao protocolo de treinamento em meio aquatico (natagéo)
0s animais dos grupos Treinado e Ovariectomia/Treinado (apés o 30° dia pés-
operatorio), ocorreu em tanques retangulares durante 60 minutos, para que nao
houvesse aglomeragao e dispersdo os animais foram separados individualmente por
tubos de PVC (cloreto de polivinila) com 24 cm de didametro, 50 cm de comprimento,
imersos a 40 cm de agua aquecida a 31°C (PESTANA et al., 2012). Foram utilizados
pesos de chumbo equivalentes a 5% da massa corporal para a sobrecarga de
treinamento, fixados ao térax dos animais através de uma cinta elastica. Estes pesos
eram aferidos e corrigidos semanalmente. Inicialmente foi realizado uma semana de
adaptacdo ao meio aquatico, os animais nao tiveram sobrecarga e o tempo da
sessdo foi progressivo durante a semana, posteriormente foram realizadas 5
sessdes semanais de 60 minutos, durante 4 semanas, no total de 20 sessdes de
treinamento (CIABATTARI; DAL PAI; DAL PAI, 2005).
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Figura 2. llustracédo do treinamento aquatico.

3.4.Determinacao do ciclo estral

Durante uma semana entre 9h e 10h foi realizado o esfregaco vaginal das
ratas para a coleta da secreg¢do vaginal através de soro fisioldgico por meio da
insercdo da ponta de uma aste flexivel no interior da vagina da rata, a amostra
colhida de células epiteliais vaginais foram colocados em l|laminas de vidro. Foi
realizada a técnica de coloracdo de Shorr para identificacdo das células epiteliais e
definicdo da fase do ciclo estral, as imagens foram obtidas através microscoépio de
luz (Carl Zeiss Microimaging, Axiokop 40, Géttingen, Germany). A determinacao do
ciclo dos animais ocorreu em 3 periodos: 1° uma semana antes do inicio do
experimento; 2° periodo uma semana antes do protocolo de treinamento; 3° periodo
ao final do experimento antes da eutanasia dos animais para que nao ocorresse
alteragcdes morfolégicas decorrentes da fase do ciclo estral todos os animais
estavam na fase estro (CALIGIONI, 2009; PACCOLA et al., 2013).

3.5.Mensuragao da massa corporal e uterina

As massas corporais de ambos os grupos foram mensuradas através de
balanga semi-analitica (Marte LC1) em 3 periodos: 1° Periodo, antes do
procedimento cirurgico — ovariectomia; 2° Periodo, ao fim do 1° més pés-operatorio e

ao inicio do protocolo de treinamento; 3° Periodo, ao término do protocolo de
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treinamento. Apos as mensuragbes da massa corporal dos grupos por periodos,
obteve-se as médias e desvio padrdo (Microsoft Office Excel®), os dados foram
tratados estatisticamente através da analise de variancia ANOVA two way, pods teste
de Bonferroni com auxilio do software Graph Pad prism 5.0%, o nivel de significancia
adotado foi de p<0,05.

A mensuragao da massa uterina de todos os grupos ocorreu apos eutanasia
dos animais em camera de Dioxido de Carbono (CO32), durante 5 minutos, onde os
cornos uterinos foram dissecados e mensurados em balanga semi-analitica (Marte
LC1), os dados obtidos foram tratados estatisticamente através da média e desvio
padrdao onde foi realizada a analise de variancia ANOVA one way, pos teste de
Tukey com auxilio do software Graph Pad prism 5.0%®, o nivel de significancia
adotado foi de p<0,05.

3.6. Microscopia de Luz

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, eutanasiados em
camera de Diéxido de Carbono (COz2), durante 5 minutos. Em seguida as amostras
dos uteros, de ambos os grupos experimentais, foram dissecados e fixados em
formol 10%, durante 24 horas. Apds esta etapa, todas as amostras foram
submetidas a desidratacdo em séries crescentes de alcoois (70% ao 100%),
diafanizadas em Xilol (Xilol | e Xilol 1) e incluidas em parafina histologica. Foram
realizados cortes transversais de 8 ym de espessura e corados com as técnicas:
Hematoxilina-Eosina para evidenciagdo dos componentes celulares, Picro-sirius
para identificacdo do tecido conjuntivo associado e Tricbmio de Goldner para
identificacdo de tecidos conjuntivos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A aquisi¢ao
das imagens ocorreu através do microscopio de luz (Carl Zeiss Microimaging,
Axiokop 40, Géttingen, Germany).

3.7. Analise morfométrica

As imagens obtidas através do microscopio de luz coradas na técnica
histologica de Hematoxilina-Eosina foram utilizadas para analises morfométricas das
camadas: miometrial interna, glandular e epitélio luminal. Foram obtidos os valores

da area (mm?) e espessura (um) das regides, sob delimitagdo manual com 10 e 100
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mensuragdes respectivamente, através do software Imaged, os dados obtidos foram
tratados estatisticamente através da média e desvio padrdo onde foi realizada a
analise de variancia ANOVA one way, pos teste de Tukey com auxilio do Software

Graph Pad prism 5.0%, o nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

3.8.Microscopia Eletronica de Varredura

Foram utilizados 3 animais de cada grupo experimental, apds serem
eutanasiados em camara de Dioxido de Carbono (CO32), os uteros foram dissecados
e fixados em solugdo de formol 10% durante 48 horas e seccionadas no plano
transversal. Posteriormente, todas as amostras foram submetidas a desidratacdo em
séries crescentes de alcoois (70% ao 100%), depois em solugdo meio a meio de
alcool (100%), acetona (100%) e posteriormente mantidas em acetona (100%). As
amostras foram montadas em bases metélicas apropriadas e cobertas com ions de
ouro em aparelho Balzers SCD-040, e examinadas em microscopio eletronico de
varredura TM 3000—Hitachi, do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista-UNESP, campus Rio Claro-SP (BOLINA et al., 2013).
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4. RESULTADOS
4.1.Determinagao do ciclo estral
A determinagcdo do ciclo estral ocorreu através da técnica de esfregaco

vaginal, onde sao demonstradas células cornificadas, identificadas em formato

conico, irregular e anucleado, caracteristicas da fase Estro (Fig 3).

Figura 3. Microscopia de Luz. Revelam as células cornificadas durante o Ciclo Estral
na fase estro (*). Técnica de Shorr. Ampliagéo: 20x.

4.2.Massa corporal

Apos analise estatistica da massa corporal dos grupos em trés periodos os
valores obtidos estado representados na Tabela 1, onde no 1° Periodo os animais de
ambos 0s grupos ndo apresentaram diferengas significantes entre sua massa
corporal. No 2° Periodo todos os grupos apresentaram aumento da massa corporal,
onde os grupos O e OT apresentaram aumento ainda maior em relagdo aos grupos
S e T. No 3° Periodo, o grupo T manteve sua massa, o grupo O apresentou
aumento em relagdo ao grupo S, enquanto o grupo OT também apresentou
aumento, néo tao atenuante quando o grupo O, porém nao foi encontrada diferenca

estatistica.
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Grupos
Periodos S T (0) oT
1° 237,8£12,6 225,8+21,9 229,6+14,5 242,6115,2
2° 272,9+16,7 262,3+21,3 294,7+20,2* 300,8%+29,6
3° 284,6+19,3 268,3+38,1 317,1+22,4° 296,8+29,6

Tabela 1. Médiatdesvio padrao da massa corporal dos grupos (g).
*O#SeT;*"O#T;#0OT #S e T (p<0,05).

4.3. Massa uterina

Através da analise estatistica dos dados da massa uterina apresentados na
Tabela 2 foi possivel estabelecer diferencas estatisticas relevantes entre as massas
uterinas dos Grupos S e T em relagao aos Grupos O e OT decorrente da redugao do

o0rgao apos a ovariectomia.

Grupos
S T o oT
0,304 + 0,154 0,239 £ 0,058 0,091 +0,041* 0,035+ 0,014 *

Tabela 2. Médiatdesvio padrdao da massa uterina dos grupos (g).
*O#T;#0T #S e T (p<0,05).

4.4. Microscopia de Luz

Os cortes histolégicos evidenciaram os componentes celulares de ambos os
grupos e suas camadas uterinas (Fig 4). O Grupo S apresentou camadas definidas
com tamanho esperado e proje¢des desordenadas do epitélio luminal em dire¢cao ao
lumen uterino (Fig 4A). Em maior ampliacédo foi possivel visualizar na camada
endometrial externa delimitagdes através de septos em seu tecido, enquanto o
tecido da camada miometrial interna apresenta o tecido muscular liso de suas fibras
continuas dispostas e organizadas paralelamente, na camada glandular foram
identificados diversos cistos uterinos (Fig 4E). Também foi identificado maior
quantidade de tecido conjuntivo nas camadas destacadas tal que demonstra pela
coloracdo avermelhada entre as camadas miometrial interna e externa, bem como a

camada perimétrio demonstrou bem delimitado (Fig 41).
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O Grupo T apresentou camadas definidas e tamanho semelhante ao grupo S
(Fig 4B). Em maior ampliacdo € possivel visualizar na camada miometrial externa
delimitacbes através de septos em seu tecido, a camada miometrial interna
apresenta as fibras continuas do tecido muscular liso dispostas desorganizadas em
comparagao ao grupo S, enquanto que na camada glandular foi observado redugéo
de cistos uterino, além disso, assim como o Grupo S apresentou projecdes
desordenadas do epitélio luminal em diregdo ao lumen uterino (Fig 4F). Foi
identificado menor definicdo (coloragdo avermelhada) do tecido conjuntivo na
composi¢cao das camadas uterinas (Fig 4J).

O Grupo O apresentou extensa atrofia uterina, porém as delimitagdes das
camadas uterinas foram observadas (Fig 4C). Em maior ampliagdo, a camada
endometrial interna apresentou o tecido muscular liso de suas fibras continuas
dispostas e organizadas paralelamente, foram encontrados cistos uterinos na
camada endometrial externa, entretanto, menos cistos uterinos na camada glandular
em comparacao com o Grupo S. Além disso, nesta camada observou-se redugao o
tecido colageno em projecdo a camada epitélio luminal (Fig 4G). Foi identificado
maior quantidade de tecido conjuntivo nas camadas uterinas destacadas pela
coloragao avermelhada, com evidenciagdo na camada do perimétrio que demonstrou
grande delimitacao (Fig 4K).

O Grupo OT também apresentou reduzido tamanho (atrofia), semelhante ao
grupo O, apesar disso, foi possivel observar a delimitagdo das camadas uterinas (Fig
4D). Em maior ampliacdo, a camada miometrial interna apresentou as fibras
musculares lisas dispostas desorganizadas em comparacédo ao grupo O, enquanto
na camada glandular foi identificado atenuante aumento de cistos uterino na camada
glandular como também foram encontrados na camada miometrial externa (Fig 4H),
desarranjo de seu tecido uterino com redugéo da coloragao avermelhada (Fig 4L). A
camada epitélio luminal se apresentou bem delimitada e com dimensdes

proporcionais em todos 0s grupos.
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Figura 4. Microscopia de Luz do utero. Grupos: Sedentario (A, E, I), Treinado (B, F,
J), Ovariectomia (C, G, K) e Ovariectomia Treinado (D, H, L). Perimetrio (P);
Miométrio interno (IM); Miométrio externo (EM); Glandular (GE); Epitélio Luminal
(cabegas de setas); Cisto endometrial (*). Coloragbes: HE (A, B, C, D) Ampliacao:
5x, Tricrdbmio de Goldner (E, F, G, H) Ampliacdo: 20x, e Picro-sirus (I, J, K, L)
Ampliacdo; 20x. Barras: 125 um (A, B, C, D); 50 um (E, F, G, H, |, J, K, L).

4.5. Analise Morfométrica

Foram obtidos através da analise morfométrica os valores de area das
camadas uterinas (mm?) de ambos os grupos (Tabela 3). A partir da analise
estatistica foi possivel observar no Grupo T em relacdo ao Grupo S que a camada
miometrial interna se manteve similar, entretanto, apresentou reducdo de ambas as
camadas endometriais, glandular e epitélio luminal, com diferengas estatisticas
significantes. Bem como, os Grupos O e OT apresentaram expressiva redugao em
todas as camadas uterinas mensuradas, com diferengas estatisticas significantes de
ambos em relagédo aos Grupos S e T, no entanto, ndo foram identificadas diferengas

entre si.
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Grupos
Camadas S T (@) oT
Miometrial 1.23+0.10 1,23+0,18 0,17+0,02 * 0,19+0,01 #
interna
Glandular 2.33+0,21 1.83+0,46 * 0,28+0,03 * 0,27+0,02 #
Epitelio 0.26£0.05 017¢005°  0,012+0,003* 0,010,003 *
Luminal

Tabela 3. Médiatdesvio padrdao das mensuragbées das areas (mm?) das camadas
uterinas.
*O#SeT;#*OT#SeT;*S#T (p<0,05).

Foram obtidos através da analise morfométrica os valores de espessura das
camadas uterinas (um) de ambos os grupos (Tabela 4). A partir da analise
estatistica, foi possivel verificar que o Grupo T apresentou diferencas estatisticas
significantes em todas as camadas uterinas analisadas em comparagao ao Grupo S,
onde na camada miometrial interna apresentou valor superior, enquanto nas
camadas endometriais, glandular e epitélio luminal, apresentou valores inferiores.
Bem como, os Grupos O e OT apresentaram expressiva redugdo em todas as
camadas uterinas analisadas, com diferencas estatisticas significantes de ambos em

relagao aos Grupos S e T, no entanto, ndo foram definidas diferengas entre si.

Grupos
Camadas S T (0] oT
M:‘;tr:f;':a' 175,69+51,18 1931345960 ° 74,76+16,54* 82.70+20,42 #
Glandular  530,52+167,99 431,59+152,46° 199,69+70,02* 197,71+67.88 *
Epitelio 30,24+8 41 36,3149.11°  10,27+2,68*  885+287 *
Luminal

Tabela 4. Médiatdesvio padrao da espessura das camadas uterinas (um).
*O#SeT;#OT#SeT;*S#T (p<0,05).

4.6. Microscopia eletronica de varredura

As caracteristicas tridimensionais uterinas apresentaram a distribuicdo das
camadas uterinas e aspectos de sua disposi¢céo (Fig 5). O Grupo S demonstra
adequada distribuicdo das camadas identificadas (Fig 5A) bem como o Grupo T (Fig
5B), enquanto os Grupos O e OT apresentam um aspecto fragmentado das
camadas endometriais, contudo ndo em sua superficie no lumen, e menor definicdo

da camada miometrial interna (Fig 5C e 5D). Em maior ampliagdo, foi possivel
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visualizar aspectos da camada epitélio luminal em sua superficie no lumen, onde as
pregas internas demonstram a fase do ciclo estral em fase estro nos Grupos S e T
(Fig 5E e 5F) e em estro persistente no Grupo OT (Fig 5H), também foi identificado a
presenga de maiores depodsitos de tecido conjuntivo nos grupos O (Fig 5G) e OT (Fig

5H) nesta camada.

% it i = A
2016108112 12:10 AL D10.3 x80 Tmm  TM3000_6011 TNZ000_5013. 60818 1209 4 D11

d b ¢ P 2 S 2 A i aed
Z016/0812 1254 AL D10Bx00  1C0um  THW3000_5375 2016108112 1229 AL D112x800 100um  TRAZI0O 2373 2015009130 12:01 NL D 200um  TM300D_SH15 20160818 1215 A D116x800  100um

Figura 5. Microscopia Eletrénica de Varredura do utero. Grupos: Sedentario (A, E),
Treinado (B, F), Ovariectomia (C, G) e Ovariectomia Treinado (D, H). Perimétrio (P);
Miométrio interno (IM); Miométrio externo (EM); Glandular (GE); Epitélio Luminal
(EL); Face interna do Epitélio Luminal (*).

TM3000_5384
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5. DISCUSSAO

Através do presente estudo foi possivel descrever os efeitos relacionados a
natacdo frente as alteracbes decorrentes da ovariectomia, nos aspectos
quantitativos da massa corporal e uterina, além das alteragdes morfologicas e
morfométricas estruturais e os aspectos tridimensionais uterinos.

As alteragbes quantitativas da massa corporal associado aos periodos de
inicio, apos a ovariectomia e o treinamento, demonstraram os diversos efeitos na
composi¢cao corporal decorrentes. Estas alteragdes no inicio do experimento (1°
Periodo) demonstram que os animais de ambos 0s grupos nao apresentaram
diferengas significantes entre sua massa corporal, ap6s um més do procedimento de
ovariectomia (2° Periodo), todos os grupos apresentaram aumento da massa
corporal, provavelmente devido aos animais estarem em desenvolvimento, porém os
grupos O e OT apresentaram maiores aumentos da massa corporal, devido aos
efeitos pds ovariectomia, resultados estes que corroboram com os apresentados por
Chiang et al. (2016) onde apds 12 semanas da ovariectomia a massa corporal dos
animais continuaram em aumento progressivo em relagdo com o grupo sedentario.

No 3° Periodo o Grupo T manteve sua massa corporal, na hipotese que ao
final do treinamento aerdébio os animais obtiveram um acréscimo em sua massa
magra, porém nao foi realizada a diferenciagdo entre massa magra e massa gorda,
dificuldade também encontrada por Silva, Melo e Oliveira (2007) em seu estudo.
Como observado também por Endlich et al. (2007), no protocolo de natacédo de 8
semanas, o Grupo O apresentou aumento expressivo em sua massa quando em
relagdo com Grupo S, onde demonstraram o efeito da ovariectomia sobre o aumento
da massa corporal, e o Grupo OT revelou aumento de sua massa corporal, porém
nao tdo expressivo quando em comparagdo com o grupo O, indicativo que o
treinamento de natacdo é importante na mudanca na composicdo corporal de
animais ovariectomizados. Os resultados obtidos corroboram com o estudo de Felix
et al. (2015) onde em um experimento em maior periodo promoveu 0s mMesmos
resultados em relagdo a massa corporal dos grupos O e OT quando comparado aos
grupos S e T. Rodrigues et al. (2017) em seu estudo também encontraram
resultados semelhantes, que apds a realizacdo da ovariectomia com posterior

treinamento resistido apresentou reducdo da massa corporal dos animais, € em seu
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Grupo T foram identificados menores niveis de gordura visceral em relacédo ao
sedentario.

Através dos resultados obtidos das analises quantitativas da massa uterina,
foram possiveis observar as alteracdes decorrentes da ovariectomia e seu impacto
no utero relacionado a natacdo. No qual o Grupo T apresentou massa uterina
semelhante em relagdo ao grupo S e o Grupo OT da mesma maneira nao
apresentou diferenga do grupo O, ndo demonstrando o efeito do treinamento sobre a
atrofia.

Corroborando com nossos resultados Abbasi, Bambaeichi e Nematbakhsh
(2017) também apresentaram resultados da massa uterina que demonstraram que a
ovariectomia ocasiona intensa atrofia devido a regressao dos niveis de hormdnios
reguladores circulantes, e quando relacionado ao treinamento resistido como
apresentado por Hao et al. (2010), proporcionou aumento da massa uterina, porém
nao estatisticamente significante, diferente de nossos resultados onde apds o
treinamento aerdbio a massa uterina apresentou continua redugdo. Ainda como
afirmou Hao et al. (2010), o resultado encontrado n&o foi esperado uma vez que,
outros 6rgdos como musculos, vasos (altamente utilizados durante o exercicio),
cérebro e tecido adiposo podem liberar algum nivel de estrogénio apds a
menopausa, que no entanto ndo demonstraram efetividade.

O final do ciclo reprodutivo das ratas € marcada pela fase estro persistente,
onde o epitélio endometrial demonstra caracteristicas de pouca atividade com baixos
niveis hormonais, as quais sdo também encontradas em animais ovariectomizados
como descrito por Vom Saal, Finch e Nelson (1994). A fim de nao ocorrer alteragdes
morfologicas todos os animais dos Grupos S e T estavam na fase estro e os Grupos
O e OT na fase estro persistente determinados por esfregago vaginal, caracterizada
por céulas epiteliais, células cornificadas e leucdcitos (SAPMAZ-METIN et al., 2017).

Através das analises estruturais foram descritas as alteragcbes morfoldgicas
decorrentes da ovariectomia diante o impacto uterino e relacionado a natagéo, foram
observados aspectos das camadas uterinas (HE), tecidos conjuntivos e fibras
musculares (Tricrdmio de Goldner), os Grupos submetidos a ovariectomia revelaram
extensa atrofia, que consequentemente demonstraram um arranjo menos uniforme
em seus tecidos. Os Grupos que foram treinados demonstraram tecido muscular liso
da camada miometrial interna com aspecto desorganizado em comparagao aos

outros grupos. Todos os grupos nao apresentaram grande presencga de arteriolas.
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No endométrio ndo foi possivel visualizar glandulas endometriais, entretanto, foi
possivel observar a presenga de inumeros cistos uterinos nos grupos submetidos a
ovariectomia principalmente na camada glandular.

Através das analises morfométricas foram observadas alteragdes na area e
espessura uterina dos grupos que passaram pela ovariectomia, que apresentaram
grande atrofia em relagdo aos outros grupos em todas as camadas analisadas. Tais
caracteristicas também foram observadas por Ferretti et al. (2014), que destacaram
a diminuicdo do endométrio em sua parte glandular e epitélio luminal decorrente do
procedimento cirargico no qual descreveu o tecido como monoestratificado cuboidal.
Ma et al. (2016) também descrevem que o tecido endometrial € delgado e
relativamente inativo nesta situagao, além de seus achados corroborarem com a
reducdo da camada miometrial interna.

Enquanto que na analise da area do Grupo T foi encontrado diferenca
estatistica relevante nas camadas endometriais, glandular e epitélio luminal, em
relacédo ao Grupo S, porém, apos a analise das espessuras das camadas o grupo T
apresentou diferengca estatistica também na camada miometrial interna,
evidenciando que o treinamento promoveu alteragdes morfoldégicas na camada
glandular do endométrio. Entretanto, quando analisado o treinamento apds a
ovariectomia ndo apresentaram alteragcdes consideraveis em ambas as camadas
uterinas apds a extensa atrofia.

Ambos os grupos treinados (T e OT) apresentaram aumento da espessura da
camada miometrial, mesmo sem apresentarem diferenga significativa do grupo OT
com O, resultados semelhantes aos encontrados com o tratamento alternativo de
eletroestimulacéo (EA) apos o mesmo procedimento cirurgico, sendo a EA utilizada
como método para a redugdao dos sintomas decorrentes da menopausa como
descrito por Ma et al. (2016). Consideramos entdo que o treinamento desencadeia
alteragdes que podem acarretar em beneficios ao bem-estar geral.

As caracteristicas tridimensionais uterinas apresentadas pela microscopia
eletrdnica de varredura confirmam a analise do ciclo estral, conforme seu aspecto
descrito por Spornitz, Socin e Dravid (1999), assim como revela a presenga de
maiores depositos de tecido conjuntivo nos grupos O e OT na camada glandular

possivelmente decorrente da perda de funcionalidade.
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6. CONCLUSAO

Concluimos que o modelo experimental de menopausa proporciona amplas
alteracbes sistémicas, como aumento da massa corporal, € quando associado a
natacdo apresentou efetividade em sua manutengdo. Bem como, em virtude da
reducdao hormonal o utero apresentou atrofia, consequentemente alteragoes em
todas as camadas uterinas e manteve-se quando associado ao treinamento de
natacdo. Amplas adaptagdes foram identificadas com o treinamento de natagdo no
aumento da camada miometrial interna e na redugdo das camadas endometriais.
Tais achados demonstram que o treinamento de natagdo proporcionou reducéo da

massa corporal e adaptacdes das camadas uterinas.
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