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RESUMO 

Introdução: Agudamente o Peptídeo Natriurético Atrial (ANP) tem um efeito 

natriurético e diurético renal e vasodilatação, conseqüentemente resultando em 

diminuição da pressão arterial. Contudo, o comportamento deste peptídeo e de 

seus receptores associado ao treinamento físico crônico em condições de 

hipertensão permanece desconhecido. 

Métodos e Resultados: O objetivo do presente estudo foi identificar as 

possíveis alterações na síntese e secreção do ANP, expressão e sensibilidade 

dos receptores dos peptídeos natriuréticos (NPR)-A e NPR-C nos rins e tecido 

adiposo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) submetidos ao 

treinamento físico de natação ou corrida. SHR machos foram submetidos ao 

treinamento físico de corrida ou natação por 8 semanas com intensidades 

similares. Radioimunoensaio foi utilizado para as dosagens de ANP. RNAm do 

ANP atrial, assim como RNAm de NPR-A e NPR-C nos rins e no tecido adiposo 

visceral foram mensurados pelo reação de polimerização em cadeia em tempo 

real (RT-PCR). A autoradiografia foi utilizada para mensurar a sensibilidade do 

binding dos NPR no rim e tecido adiposo. Ambos os grupos apresentaram 

diminuição da pressão arterial, mas somente no grupo natação houve 

bradicardia. Houve aumento significativo da expressão de ANP no átrio direito 

e nos níveis plasmáticos deste peptídeo. Ainda, não foi encontrada diferença 

estatisticamente significativa na expressão do NPR-C no tecido adiposo. 

Todavia, o binding do ANP pelo NPR-C neste tecido foi alterado pela natação. 

A razão entre NPR-A/NPR-C no tecido nos rins foi estatisticamente menor no 

grupo corrida.  



  

Conclusão: O mecanismo hipotensor e bradicárdico em ratos hipertensos 

submetidos ao treinamento físico apresentou diferença, podendo o ANP estar 

envolvido nestas adaptações no grupo natação, mas não nos animais treinados 

com corrida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT 

Background – Acutely the atrial natriuretic peptide (ANP) has an effect of renal 

natriuresis and diuresis, vasodilatation, resulting in decrease of blood pressure. 

However, the responses of this peptide and of his receptors associated to 

different chronics physical training in the hypertension remain unknown. 

Methods and results - The aim was identified the possible alterations in the 

synthesis and release of atria ANP, expression and affinity of the NPR-A, NPR-

C in the kidneys and fat tissue of spontaneously hypertensive rats (SHR) 

submitted to swimming or running physical training. Male SHR were subjected 

to 8-week of swimming or running under similar intensities. Radioimmunoassay 

was used to measure ANP levels. mRNA ANP in the atria, such as mRNA of 

natriuretic peptide receptor (NPR)-A and NPR-C in the kidneys and fat tissue 

was determined by real time- polymerase chain reaction.  The autoradiography 

was used to determine the sensitivity of binding to ANP receptors. Both groups 

shown decrease in the blood pressure, but only swim group shown bradycardia. 

A significant increase of ANP expression in the right atrium and plasma levels 

was found in the swim group. Hence, not was found alteration in the expression 

of NPR-C in fat tissue, but the binding of ANP was altered in this tissue in the 

swim group. The index between NPR-A/NPR-C in the kidneys was significantly 

lower in run group. Conclusions: The mechanism hypotensor and bradycardic 

in hypertensive rats shown differences, with the ANP can be involved in this 

alterations by swimming, but not in the running training. 

Key words: swimming; running; endurance training; natriuretic peptide 

receptors; gene expression. 

 



  

INTRODUÇÃO 

A integração entre o rim e o coração através de um fator já havia sido notada1, 

mas somente em 1981 que De Bold e seus associados conseguiram uma 

evidência direta deste fator humoral2. Estes pesquisadores tinham percebido 

que ambos miócitos atriais e ventriculares apresentavam a maioria das 

organelas celulares eucariotas em comum. No entanto, nos miócitos atriais a 

presença de vesículas semelhantes às presentes em células que sintetizam 

hormônios peptídeos, ainda não apresentava uma função reconhecida pela 

ciência. Sendo assim, testando sob a infusão de homogenato atrial e 

ventricular em ratos, estes pesquisadores perceberam que o extrato atrial era 

capaz de desencadear um efeito de natriurese e diurese renal, seguido pelo 

aumento no hematócrito e conseqüente diminuição da pressão arterial. Em 

estudos posteriores percebeu-se que este fator humoral até então denominado 

fator natriurético atrial (ANF; do inglês atrial natriuretic factor), cardionatrin, 

cardiodilatina e atriopeptina, tratava-se de um peptídeo e foi então chamado de 

peptídeo natriurético atrial (ANP; do inglês atrial natriuretic peptide)3. 

O ANP compõe a família dos peptídeos natriuréticos, um sistema altamente 

conservado em todos vertebrados desde animais primitivos como os hagfishs 

(peixes apresentando somente crânio, mas ausente de coluna vertebral) até os 

seres humanos. Em peixes que vivem água doce, quanto em água salgada, 

este sistema torna-se importante para controle da ingestão de água, absorção 

e excreção de sódio (Na+)4. 

Nos seres humanos, a família dos peptídeos natriuréticos é composta pelo 

ANP, peptídeo natriurético do tipo-B (BNP; a priori este peptídeo foi 

denominado de peptídeo natriurético cerebral por ter sido isolado de cérebro de 



  

porco) e peptídeo natriurético do tipo-C (CNP)5. Todos os componentes desta 

família apresentam estrutura e características bioquímicas similares, mas são 

sintetizados a partir de genes diferentes5. Na figura 1, podemos perceber na 

estrutura dos peptídeos natriuréticos que há um anel formado por 17 

aminoácidos mantido por uma ponte de dissulfeto, sendo a manutenção desta 

imprescindível para a atividade biológica destes hormônios5. Embora estes 

peptídeos apresentem estrutura homóloga, os locais predominantes de síntese, 

ligação com o receptor de membrana e algumas funções são diferentes6. O 

ANP é expressado predominantemente nos átrios, seguido de  ventrículos e 

rins (neste local o ANP apresenta 32 aminoácidos e sendo denominado de 

urodilatina7), enquanto o BNP é expressado predominantemente nos 

ventrículos e uma pequena proporção nos átrios e o CNP é expressado pelas 

células endoteliais, osso, cérebro e coração5. Por outro lado, outros autores 

reportam que embora tanto o ANP quanto o BNP sejam produzidos no coração, 

a síntese destes peptídeos nos ventrículos é entre 100 e 1000 vezes menor 

quando comparado aos átrios, sendo estes o local predominante para a síntese 

destes hormônios6. No entanto, durante o processo de hipertrofia cardíaca a 

expressão, síntese e secreção de ambos os peptídeos aumenta 

consideravelmente, tornando-se os ventrículos o local primário para a produção 

e secreção do BNP. Por isto os níveis plasmáticos aumentados deste peptídeo 

são utilizados clinicamente como um confiável marcador de hipertrofia 

cardíaca8.  Cabe ressaltar, que o ANP é sintetizado como um pré-pró-hormônio 

contendo 151 aminoácidos em sua cadeia5. A clivagem da seqüência amino 

terminal resulta em um peptídeo de 126 aminoácidos, isto é, o pró-hormônio 

que é estocado em grânulos nos átrios5. Na presença do estímulo para a 



  

secreção deste peptídeo, o pró-ANP é clivado por uma enzima transmembrana 

cardíaca denominada corin para a forma biologicamente ativa4, ou seja, o ANP, 

um peptídeo contendo 28 aminoácidos5.   

 

Fig.1- Expressão dos peptídeos natriuréticos, proces 
samento e estrutura do ANP, BNP e CNP (Figura ex 
traída de Potter et a., 2006).  
Reconhecidamente, a distensão atrial funciona como o estímulo primário para a 

secreção do ANP, que ocorre devido à um aumento na pressão venosa central, 

acarretada pelo aumento no retorno venoso devido à ingestão de sal9. Todavia, 

outros estímulos alteram a secreção do ANP, tais quais: imersão na água, 

inclinação para baixo da cabeça, vasopressina, angiotensina II, endotelina, 



  

encefalinas, citocinas, assim como, agonistas de fosbolester, foskolin, alfa- e 

beta - adrenérgico. Além disso, a estimulação neuronal também parece 

estimular a secreção de ANP6.  

Uma vez na circulação sangüínea, o ANP pode exercer seus efeitos biológicos 

através da ligação com os receptores dos peptídeos natriuréticos do tipo A 

(NPR-A; do inglês natriuretic peptide receptor)5. O NPR-A e o NPR-B 

apresentam um domínio extracelular onde ocorre a interação com o hormônio 

contendo 450 aminoácidos, um domínio transmembrana contendo entre 20 e 

25 aminoácidos e um domínio intracelular contendo 570 aminoácidos. Por sua 

vez, este último domínio apresenta uma cadeia de 250 aminoácidos 

denominados domínio catalítico guanilil-ciclase carboxi-terminal, apresentando 

atividade similar à guanilato ciclase solúvel10 (Fig.2). Este último domínio 

encontra sua atividade suprimida em repouso, mas a sua fosforilação 

desencadeia aumento na formação de GMPc, segundo mensageiro no qual 

ocorre as ações celulares do ANP10. Cabe ressaltar, que estes receptores são 

expressos em diversos tecidos no organismo humano, destacando-se as 

adrenais, cérebro, músculo vascular liso, pulmão, rins, tecido adiposo e 

coração5. Em contrapartida, os receptores de clearance ou NPR-C apresentam 

atividade catalítica sobre o ANP. Estes receptores apresentam o domínio 

extracelular com 30% de semelhança ao NPR-A e NPR-B. Contudo, seu 

domínio intracelular apresenta-se curto, contendo apenas 37 aminoácidos e 

não apresentando qualquer atividade guanilil ciclase12. Todos os três peptídeos 

são degradados através de dois processos: 1. NPR-C mediando a 

internalização seguida de degradação pelos lisossomos; 2. Degradação pela 

endopeptidase neutral 24.11 (neprilisina), uma enzima zinco-dependente 



  

expressada na membrana plasmática que tem amplos substratos específicos e 

distribuição tecidual5. A maior afinidade destes receptores pelo ANP, seguido 

do BNP e CNP, explica o curto tempo de biodisponibilidade deste peptídeo, em 

torno de 1 a 2 minutos13. 

 

Fig.2- Estrutura dos receptores dos peptídeos natriuréticos  
e preferência de ligação. 
A interação do ANP com o NPR-A desencadeia uma série de respostas 

fisiológicas, como reportado a seguir: 

1. Regulação da hemodinâmica renal e sistema renina-angiotensina-

aldosterona (SRAA): Nos rins são encontrados NPR-A no ducto coletor da 

medula interna, glomérulo e células mesangiais. Onde a interação do ANP com 

o respectivo receptor facilita a excreção de sódio e aumenta a taxa de filtração 

glomerular14.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1. Animais Experimentais 

 

Foram utilizados 20 ratos espontaneamente hipertensos (SHR; do inglês 

spontaneously hypertensive rats) provenientes do Biotério Central da 

Universidade de São Paulo (USP), com 14 semanas de vida e massa corporal 

variando entre 280 e 330 gramas. Os animais foram mantidos em gaiolas 

coletivas (3 a 4 ratos por gaiola) no Biotério do anexo do Laboratório de 

Neurobiologia da Universidade Federal do Espírito Santo, sob controle da 

temperatura (23°C), umidade (50%) e ciclo de 12 horas com luz e 12 horas 

sem luz, tendo livre acesso à ração padrão do biotério (Nuvital Nutrientes S/A, 

Curitiba, PR, Brasil) e água mineral.   

Os animais foram selecionados randomicamente para compor um dos três 

grupos experimentais, sendo eles: SHR sedentário (S), SHR treinado corrida 

(C) e SHR treinado natação (N). 

Os protocolos obtiveram aprovação do conselho de ética e pesquisa com 

animais da Universidade Federal do Espírito Santo (nº ) e os ratos foram 

tratados de acordo com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 

(Guia para Cuidado e Uso de Animais de Laboratório) publicado pelo United 

States National Institutes of Health (Instituto Nacional  de Saúde dos Estados 

Unidos). 

 

 



  

2.2. Protocolos de Treinamento 

 

2.2.1. Protocolo de Natação 

 

Para realização da natação, foi montado um aparato especialmente projetado 

para o treinamento físico dos ratos (Figura 1). Este consiste de um tanque de 

vidro com 1,8 m de comprimento, 0,7m de altura (a profundidade da água era 

mantida em torno de 0,5m) e 0,6m de largura, dividido em seis raias 

individuais, cada uma com 0,3m comprimento. Ademais, o aparato conta com 

um sistema de filtragem e aquecimento da água, permitindo que a mesma seja 

mantida limpa e sob temperatura constante de 32°C±1. 

 

Figura 1. Aparato de natação para ratos. 
 

Os animais seguiram a seguinte rotina durante os dias de treinamento: 

1.quando necessário, acoplamento da sobrecarga na cauda com um peso 

correspondente de 2 a 5% da massa corporal total; 2. treinamento físico; 3. por 

fim, os animais tinham as orelhas enxutas, o corpo seco com toalha e secador 

de cabelo. 



  

No tocante do treinamento, este foi realizado por um período de 8 semanas, no 

qual os animais treinavam cinco dias consecutivos com intervalo de dois dias 

de repouso. Aventa-se, que a periodização levou em consideração a 

interdependência volume x intensidade, ou seja, a cada aumento na 

sobrecarga, diminuía-se o tempo de treinamento. Sendo assim, o treinamento 

foi iniciado executando uma fase de adaptação sem sobrecarga caudal por 10 

minutos, nos outros dias o tempo de treinamento foi aumentado até que os 

animais pudessem nadar por 1 hora ao final do quinto dia. A partir da segunda 

semana de treinamento os animais tiveram uma circunferência de chumbo 

atada à cauda, correspondente à 2% do peso corporal. Esta sobrecarga foi 

sendo aumentada gradativamente até atingir 5% do peso corporal, fato ocorrido 

na 6ª semana e mantido até o final do treinamento. 

A pesagem dos ratos era realizada duas vezes por semana em intervalos 

regulares, mantendo um controle rigoroso da sobrecarga. Esta que respeitou o 

limite de 5% do peso corporal, evitando a transição metabólica do exercício 

aeróbio para anaeróbico, haja visto que a fase máxima estável de lactato 

(FMEL) ocorre em torno de 5,20 a 6,41mmol/l, correspondendo de 5 a 6% da 

massa corporal do rato1,2,3. Ainda, este procedimento inviabiliza a flutuação, 

fato que interfere no tempo real de exercício. 

 

2.2.2. Protocolo de corrida 

 

Os animais realizaram a corrida em esteira elétrica para ratos (marca insigth, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil). Assim como na natação, o treinamento foi realizado 

por um período de 8 semanas, no qual os animais treinavam cinco dias 



  

consecutivos com intervalo de dois dias de repouso. Por outro lado, os animais 

iniciaram o treinamento correndo à velocidade de 10metros/minuto durante 1 

hora, tempo mantido até o final do treinamento. Nas semanas seguintes os 

animais progrediram  

com a intensidade até alcançar 20metros/minuto na sexta semana, mantendo-

se assim até o final do treinamento. Esta intensidade é reportada na literatura 

como a FMEL para a corrida1,4. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 2. Esteira para ratos. 
 

 

 2.3. Medida da Pressão Arterial e Freqüência Cardíaca 

 

Ao final do período de treinamento, foram obtidas medidas diretas da pressão 

arterial média (PAM), pressão arterial sistólica (PAS) e pressão arterial 

diastólica (PAD) e freqüência cardíaca (FC) através da pressão de pulso. Para 

tal procedimento, 24 horas após a última sessão de treinamento os animais 

foram anestesiados com ketamina (30mg/kg) e xilazina (3mg/kg) e submetidos 

à cirurgia de implantação de um cateter de polietileno PE-50 acoplado a um 

PE-10 na artéria femoral através de uma incisão inguinal. Esta artéria foi 

canulada introduzindo a extremidade final do cateter de polietileno (PE-10) 



  

previamente preenchido com solução de salina heparinizada (100U/ml) e 

ocluído com um pino metálico. A extremidade livre foi dirigida através de um 

trocater, sob a pele do dorso do animal até a posição médiocervical posterior, 

onde por meio de uma nova incisão, foi exteriorizada e fixada com um fio de 

sutura. 

As medidas da pressão arterial e freqüência cardíaca foram realizadas durante 

aproximadamente 50 minutos (20 minutos de estabilização e 30 minutos de 

registro) nos animais acordados 24 horas após a implantação do cateter, o qual 

foi conectado a um transdutor de pressão (modelo P23AA, Statham, USA) 

acoplado a um amplificador (modelo MP100, FUNBEC), registrado num 

software (“acqknowledge” para Windows; Biopac Inc.) e armazenadas no disco 

rígido de um computador. 

 

 

2.4. Preparação do Plasma e Tecidos 

 

Realizada a medida de pressão arterial, os animais foram sacrificados por 

decaptação e o sangue coletado em tubos de ensaio heparinizados contendo 

50µl 

de inibidores de proteases, à saber: pepstatin A (Sigma-Aldrich, EUA), 

fenilmetilsulfonilfluorido-PMSF (Sigma-Aldrich, EUA) e ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA; Vetec, Brasil). Por conseguinte, o sangue foi centrifugado 

a 3000 rpm por 20 minutos, de onde o sobrenadante foi retirado e estocado a -

80°C. Por fim, os ventrículos foram retirados, lavados em solução salina 0,9% e 

perfundidos através da aorta com solução krebs e estocados em formaldeído 



  

10%, tampão fosfato pH 7,4; os átrios, rins e a gordura visceral retroperitoneal 

e mesentérica foram retirados e mergulhados em nitrogênio líquido, para 

posterior armazenamento a -80°C; as adrenais foram retiradas, lavadas em 

solução salina 0,9%, pesadas úmidas e mantidas em estufa a 96°C por 24 

horas para realização do peso seco. 

 

 

2.5. Dosagem de ANP 

 

As dosagens de ANP foram realizadas por radioimunoensaio (RIE) de duplo 

anticorpo, conforme descrito por Gutkwoska et al.5. O plasma foi descongelado 

em centrífuga a 4°C com velocidade de 13.500 rpm por 5 minutos e submetido 

à extração utilizando colunas Sep-Pak C18 (Waters Associates, Milford, MA), 

de acordo com o seguinte protocolo: primeiramente as colunas foram ativadas 

com 8ml de acenotrila e lavadas com 8ml de acetato de amônio a 0,2% pH 4,0 

(Figura 3). Por conseguinte, 1ml de plasma foi infundido na coluna, seguido de 

5ml de acetato de amônio 0,2%. Por fim, o ANP absorvido foi eluído com 3ml 

de acetonitrila a 60% em acetato de amônio 0,2%, evaporado em centrífuga 

evaporadora (Speed-Vac, Eppendorf) e estocados em -20°C para o ensaio 

imunoreativo. 



  

 

Figura 3. Processo ilustrativo de extração do ANP 
plasmático através de colunas Sep-Pak C18. 
Para mensuração da concentração de ANP tecidual, cada metade dos átrios foi 

descongelada e colocada em um tubo preenchido contendo 0,1M de ácido 

acético com os inibidores de proteases: EDTA 10-5 M, PMSF 10-5 M e 

pepstatina 10-5 M. Em seguida, os tubos foram homogeinizados e cetrifugados 

a 20.000 x g durante 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi diluído em tampão 

fosfato (0,01mol/l fosfato de Sódio, 0,14mmol/l albumina bovina sérica, Triton 

X-100 0,1%, 0,1mol/l NaCl e azida sódica 0,01% a pH 7.4) para dosagem 

hormonal e protéica. A determinação do conteúdo de proteína no tecido foi 

realizada pelo método de Bradford6. Posteriormente, o homogenato passou por 

duas diluições seguidas: 20µl do sobrenadante do homogenato do átrio foi 

diluído em 1ml de solução tampão; 25µl desta diluição foi diluído em 1ml de 

solução tampão (1:2000). O RIE foi realizado com 100µl desta segunda 

diluição. Após incubação por  24 horas com 100µl do 1° anticorpo anti-ANP a 



  

4°C, foi adicionado em todos os tubos 100µl de 125I-ANP (8000cpm) e em 

seguida incubados por mais 24 horas. Por fim, a separação do imunocomplexo 

foi feita por precipitação com o 2° anticorpo soro de cabra anti gama-globulina 

de coelho. Após 2 horas à temperatura ambiente, foi adicionado 0,5ml 

polietileniglicol 6,25% em água destilada em todos os tubos. Então, os tubos 

foram centrifugados por 20 minutos a 3000rpm a 4°C. Aspirado o 

sobrenadante, a radioatividade do imunocomplexo precipitado foi determinada 

por contador gama (LKB) (Figura 4). 

 

Figura 4. Contador gama. 
 

 

2.5.1. Iodação do ANP 

 

A iodação de ANP de rato (Ser101-Tyr126) (Península Laboratories Inc, Belmont, 

CA, USA) foi feita pelo método de Lactoperoxidase com 125Iodo sódico como 

descrito por Gutkowska et al.5.A purificação da fração monoiodinada foi feita 

pro cromotagrafia líquida de alta pressão (HPLC). 

 

 



  

2.6. Expressão do Sistema do Peptídeo Natriurético 

 

2.6.1. Isolamento do RNAm 

 

O RNAm total foi extraído pelo método da Guanidina Isotiocinato obtidos dos 

átrios, rim, gordura visceral mesentérica e retroperitoneal conforme descrito 

previamente  por Chomczynski e Sacchi7. A concentração do RNAm total foi 

determinada spectrofotometricamente (Genequant, General Electric, USA) a 

260nm. A razão entre a leitura a 260nm e 280nm (A260/A280), permite estimar a 

quantidade de proteínas contaminadoras na solução, logo, determinando a 

eficácia da extração. A relação ideal entre A260/A280 deveria estar entre 1,5 e 

2,5, caso contrário a amostra foi descartada das análises da expressão gênica. 

 

2.6.2. Real Time Quantitativo (Real Time - Polymerase Chain Reaction) 

 

A expressão do ácido ribonucléico mensageiro (RNAm; do inglês ribonucleic 

acid messenger) do ANP, assim como de seus receptores, NPR-A e NPR-C, foi 

feita pela reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT – PCR; do inglês 

Real Time - Polymerase Chain Reaction) (Applied biosystems, USA). Cabe 

ressaltar, que foi realizada a expressão gênica do ANP nos átrios, dos 

receptores NPR-A e NPR-C nos rins e do receptor NPR-C na gordura visceral 

retroperitoneal e mesentérica.  

Para o processo da transcrição reversa 5µl do RNAm de cada amostra total foi 

misturado em tubos plásticos a uma solução contendo os seguintes compostos: 

17 µl de água dietilpirocarbonato (DEPC), 4 µl do primer reverso do gene alvo 



  

(ANP ou NPR-A ou NPR-C), 4 µl do primer reverso do gene normalizador ( 

subunidade s26 ribossomal), 0,2 µl de oligo dT, 0,5 µl de 

desoxirribonucleotídeo triofosfato (dNTP), 2 µl de ditiotreitol (DTT), 3,8 µl de 

tampão e 0,2 µl de solução contendo a enzima transcriptase reversa. Após este 

processo, os tubos plásticos foram aquecidos a uma temperatura de 40°C 

(Eppendorf, USA) durante 60 minutos e atingido a temperatura ambiente foram 

armazenados em -20°C. 

É importante destacar no caso dos átrios, que previamente a transcrição 

reversa, foi aplicado um tratamento com DNAse, processo que permite a 

eliminação destas enzimas da amostra. O tratamento foi feito misturando 0,5 

µg de RNAm total dos átrios,  4 µl de água  e 1 µl de mix tampão contendo 

DNAse (1:1). Esta mistura foi incubada por 15 minutos em temperatura 

ambiente e precisamente após este tempo foi adicionado EDTA encerrando a 

reação (este tempo foi respeitado para que não houvesse degradação de 

RNAm). Em seguida, as amostras foram aquecidas à 65°C durante 10 minutos. 

Construído o cDNA, foi feito o PCR em tempo real. Neste procedimento, 2 µl de 

cDNA foram pipetados em duplicatas em poços de placas específicas para 

leitura no real time (Figura 5), ainda foram adicionados em cada poço 1,5 µl 

primer sense (1pmol/µl) (Invitrogen), 1,5 µl primer anti-sense (1pmol/µl) 

(Invitrogen), 10 µl power Syber Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, 

USA), 5 µl de água DEPC e 2 µl cDNA, totalizando um volume total de 20 µl. 

Então, as placas foram lacradas e levadas ao aparelho para a leitura da 

expressão gênica em tempo real no termociclador (Figura 6). 



  

Figura 5.Placas             Figura 6. Termociclador em tempo real 
 
 

 

2.7. Ensaio de ligação a receptores 

 

Estes experimentos foram realizados utilizando a técnica de autoradiografia. 

Esta técnica permite não só a imagem autorradiográfica da ligação do peptídeo 

ao seu sítio de ligação no tecido como também sua qualificação e/ou 

quantificação. Para isso é necessário o uso de marcadores foto-sensíveis que 

são obtidos ou por radioisótopos ou por substâncias fluorescentes. No nosso 

trabalho, o marcador usado foi o radioisótopo 125Iodo. Os resultados foram 

analisados através de um Phosphor-Imager (FUJI FILM BAS – 1800II) e 

quantificados pelo programa computadorizado Image Gauge 3.12. Para os 

experimentos de ligação (“binding”) do peptídeo ao seu receptor foram feitos 

cortes de congelação dos tecidos adiposos retroperitoneal e mesentérico, além 

do tecido renal. Foram utilizadas lâminas de vidro gelatinadas previamente. 

Para os tecidos adiposos a temperatura do criostato para a realização dos 

cortes foi em torno de -30°C enquanto que para o tecido renal, a temperatura 

do criostato variou entre -16°C e -19°C. A espessura dos cortes foi de 14 µm e 



  

teve-se o cuidado de realizar os cortes de forma seriada (± cortes/lâminas 

conforme quantidade de tecido). As lâminas foram identificadas e armazenas a 

-80°C até o ensaio.  

 

 

2.7.1.Autorradiografia 

 

As lâminas escolhidas para o ensaio foram colocadas em “racks” para a pré-

incubação por 15 minutos em temperatura ambiente, em solução contendo 

50nM de Tris-HCl, pH 7,4 e 0,1% PEI (polietilnimine) (Figura 7). O tampão 

ensaio, Tris-HCl 50mM, pH 7,4, contendo 150mM NaCl; 5mM MgCl2, 40 µg/ml 

de Bacitracina (Sigma), 0,5% de albumina bovina sérica (BSA, Sigma) e 50 pM 

de 125I-ANP (20.000 com/100µl) foi preparado imediatamente antes do uso. A 

radioatividade do peptídeo marcado foi determinada pelo contador gama (LKB). 

 

Figura 7. Racks sendo pré-incubadas em solução. 
 

Para experimentos de ligação competitiva, diferentes concentrações (10-12 a 10-

6M) de peptídeos não-iodados, ANP (Arg99-Tyr126) e c-ANF (des-[Glu116-Ser117-

Gly118-Leu119-Gly120]) foram utilizadas. Após a pré-incubação, as lâminas foram 



  

escorridas e secas suavemente. Numa superfície plana, as lâminas foram 

dispostas e identificadas adequadamente. A seguir, cada corte de tecido foi 

coberto pela solução, utilizando pequenos volumes (100 a 200µl) de cada 

diluição pré-preparada. O tempo de incubação foi de 1 hora; durante esse 

período, as lâminas permaneciam cobertas para se evitar a evaporação. Após 

a incubação, as lâminas foram escorridas individualmente com bastante 

cuidado para se evitar contato entre elas, assim como a contaminação da mesa 

de trabalho. Por conseguinte, estas foram colocadas em “racks” e lavadas 4 

vezes, por 1 minuto cada lavagem, em tampão Tris-HCl gelado e finalmente, 

rapidamente, passadas em água destilada gelada para a remoção de sais. As 

lâminas foram então secadas com jato de ar frio. Ao término, as lâminas foram 

dispostas para a sensibilização das telas por 24-48 horas. Após esse período, 

as telas sensibilizadas foram escaneadas pelo Phosphor-Imager (Figura 8) e os 

dados analisados pelo programa computadorizado Image Gauge 3.12. 

 

Figura 8. Phosphor Image 

 

 

2.8. Análise Estatística 



  

Os resultados são apresentados como média ± erro-padrão da média. 

Previamente à aplicação da estatística inferencial, foi feito o teste de Shapiro-

Wilk para elucidar se a amostra apresentava distribuição normal. Desta forma, 

como todas as variáveis tiveram distribuição normal, foi adotado análise de 

variância (ANOVA) de uma-via  e caso fosse constatado diferença entre os 

grupos, esta foi identificada utilizando-se o pós-teste de Tukey. Diferença 

estatisticamente significativa foi considerada quando p<0,05. 
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Figura 1. Valores de pressão arterial sistólica (PAS), pressão arterial diastólica (PAD), pressão 
arterial média (PAM) e freqüência cardíaca FC, dos grupos controle (CON), corrida (COR) e 
natação (NAT). Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *p<0,05 vs 
controle (teste t para amostras independentes). 
 



  

Na figura 1, podem ser observados os valores de pressão arterial e freqüência 

cardíaca. O grupo natação quando comparado com o grupo controle 

apresentou menores valores de pressão arterial média (125±5,89 vs 

162±10,01, diminuição de 29,6%), pressão arterial sistólica (163±5,77 vs 

210±14,62, diminuição de 28,8%) e pressão arterial diastólica (87±5,50 vs 

119±6,72, diminuição de 36,7%). Similarmente, o grupo corrida quando 

comparado com o grupo controle, apresentou menores valores de pressão 

arterial média (109±11,28 vs 162±10,01, diminuição de 48,6%), pressão arterial 

sistólica (147±14,88 vs 210±14,62, diminuição de 42,8%) e  pressão arterial 

diastólica (79±9,21 vs 119±6,72, diminuição de 50,6%). Por outro lado, tanto o 

grupo natação (322±17,63 vs 356±13,66, diminuição de 10,5%), quanto ao 

grupo corrida (348±26,22 vs 356±13,66, diminuição de 2,2%), não 

apresentaram diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

controle nos valores de freqüência cardíaca. 
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Figura 2. Valores de peptídeo natriurético atrial no plasma (ANP plasmático), ANP no átrio 
direito e ANP no átrio esquerdo, dos grupos controle (CON), corrida (COR) e natação (NAT). 



  

Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *p<0,05 vs controle (teste t 
para amostras independentes). 
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