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RESUMO

A ovariectomia (OVX) em ratas simula a menopausa e resulta na diminuigdo dos niveis
de estrogeno, podendo estar associada a morbidades como obesidade central e anormalidades
metabolicas. Neste estudo, avaliamos os efeitos da reposicdo com estradiol (RE) e do
treinamento resistido (TR) na area dos adipdcitos nos depdsitos mesentérico, retroperitoneal e
na sensibilidade a insulina de ratas OV X. Trinta ratas fémeas Sprague-Dowley foram divididas
em 5 grupos: Sham-Sedentéarias (Sham-Sed), Ovariectomizadas-Sedentarias (Ovx-Sed), Sham-
Treinadas (Sham-TR), Ovariectomizadas-Treinadas (Ovx-TR) e Ovariectomizadas-
Sedentérias-Reposicdo (Ovx-Sed-RE). A RE foi feita por meio de cépsulas silasticas, contendo
17B-estradiol, nas semanas 0 e 6. O TR teve duragéo de 12 semanas. A morfologia foi avaliada
por andlise histoldgica. As ratas ovariectomizadas (Ovx-Sed, Ovx-TR) apresentaram maior
massa corporal e gordura corporal quando comparadas ao grupo Sham-Sed. As concentracdes
de glicose e insulina foram semelhantes em todos 0s grupos experimentais. As ratas OVX
apresentaram maior &rea dos adipdcitos nos depdsitos mesentérico e retroperitoneal e as ratas
treinadas menor area dos adipocitos nos mesmos depdsitos. Entretanto, maior area dos
adipdcitos foi observado nos animais tratados com RE tanto nos depdsitos mesentérico como
retroperitoneal, sugerindo, dessa forma, que a reposi¢cdo com estradiol pode ter sido realizada
em doses suprafisioldgicas. Conclui-se que ratas OVX submetidas a 12 semanas de TR
apresentam menor massa corporal e area de adipdcitos nos depdsitos mesentérico e

retroperitoneal.

Palavras-chave: Ovariectomia. Menopausa. Resistencia a insulina. Reposi¢cdo com estradiol.

Treinamento resistido.
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1. INTRODUCAO
1.1 Obesidade e Menopausa

Um problema de saude publica que teve aumento significativo na prevaléncia nas
Ultimas décadas foi a obesidade (WHO, 2015). Segundo Marti e Martinez (2001), a
obesidade é uma condicdo patologica acompanhada por acumulo excessivo de gordura
quando comparada com valores previstos para uma dada estrutura, género e idade.

Dessa forma, o que determina o acimulo excessivo de gordura e, por consequéncia, a
obesidade, é o balanco energético positivo que pode ser definido como a diferenca entre a
quantidade de energia consumida e a quantidade de energia gasta na realizacdo das fungdes
vitais e de atividades em geral. Pode tornar-se positivo quando a quantidade de energia
consumida € maior do que a quantidade gasta, resultando em acumulo de gordura
(KOLOTKIN et al, 2001).

Em 2014, 39% dos adultos com 18 anos ou com idade superior estavam acima do peso
e 13% eram obesos. Em 2013, 42 milhdes de criangas menores de 5 anos de idade estavam
acima do peso ou obesos (WHO, 2015). No Brasil especificamente, dados demonstram que
existem cerca de 1,6 bilhGes de pessoas adultas (maiores que 15 anos) com sobrepeso e 400
milhdes com obesidade (IBGE 2005).

O excesso de peso é mais prevalente entre 0 sexo feminino, sendo que cerca de 30% das
mulheres ocidentais sdo portadoras de obesidade nos anos em que Se seguem a menopausa.
Cerca de 12,5% da populacéo brasileira sdo mulheres obesas. (IBGE, 2005).

Tamanha propor¢do tem preocupado autoridades sanitarias de varios paises, visto que
ha uma relagdo direta entre obesidade e o risco aumentado para o desenvolvimento de
hipertensdo arterial, assim como, doencas cardiovasculares, diabetes melito e neoplasias,
dentre as quais estdo o cancer de mama, endomeétrio e colon (NEVES-E-CASTRO, 2009).

A menopausa é clinicamente diagnosticada apds um ano de auséncia de menstruacao
espontanea. A menopausa e ou climatério do grego (Klimakter) que significa “escada”, nada
mais € do que uma escada descendente da funcdo dos ovarios que por consequéncia
diminuem a producdo dos niveis dos estrogénios e marca a transi¢cdo da fase reprodutiva a
nédo reprodutiva da vida da mulher. (NEVES-E-CASTRO, 2009).

Adicionalmente, além de exercer efeitos sobre a reproducdo, os estrogénios regulam
vias metabolicas incluindo a fungdo e biogénese mitocondrial, transporte e oxidacdo de
acidos graxos, lipogénese e lipdlise (JACKSON et al, 2013; VELARDE, 2013).
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Sendo assim, com a diminuicdo dréstica dos horménios sexuais causados pela
menopausa, sintomas de ordem psiquica como irritabilidade, diminuicdo da libido, falta de
mem©ria e concentracdo também sdo comuns em mulheres nesta fase, pois as atividades
neuronais e as conexdes sindpticas também sdo reguladas por esses mesmos horménios
(NEVES-E-CASTRO, 2009).

A falta de estrogénios pode causar certo grau de resisténcia a insulina. Quando isso
ocorre é necessario que o pancreas secrete mais insulina a fim de estimular a captacdo de
glicose pelas células menos sensiveis a insulina. Ha, portanto, mais insulina circulante, isto
resulta em um aumento da lipogénese e de triglicerideos que é o principal fator de risco
cardiovascular em mulheres (NEVES-E-CASTRO, 2009).

Além disso, as flutuacGes hormonais presentes durante a menopausa favorecem nao sé
0 aumento do peso corporal, como também a maior adiposidade abdominal devido a
redistribuicdo do tecido gorduroso (BINFA et al.,2001; CARVALHEIRA et al., 2006).
Outros fatores como hipertensdo arterial e baixo HDL (lipoproteina de alta densidade),
contribuem para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares podendo levar a morte
nesta fase da vida da mulher.

Contudo, esse aumento da adiposidade abdominal pela redistribui¢éo do tecido adiposo
facilita a mobilizagdo de &cidos graxos para o interior do figado, causando desequilibrios na
funcdo hepéatica, além de promover o surgimento de complicagdes metabolicas
(BOUCHARD; DEPRES; MAURIEGE, 1993; WAJCHENBERG, 2000). Essas
complicagBes metabolicas incluem: hipertensdo, resisténcia a insulina, hiperglicemia e
dislipidemia. Essa associacdo de transtornos é chamada de Sindrome Metabolica (VEGA,
2001).

Entdo, o reconhecimento do impacto da obesidade como fator de risco para a saude tem
provocado interesse, cada vez mais eminente, na determinacdo de modelos que venham
simular a menopausa para melhor compreender as alteragdes que ocorrem nesse periodo da
vida da mulher. A Ovariectomia (OVX) em ratas € um modelo experimental que mimetiza
a menopausa e resulta na diminuicdo dos niveis de estrogeno (SIMS et al., 1996).

Além disso, a determinacdo de ferramentas que venham intervir de maneira eficaz, e
ndo farmacologica, na redistribuicéo do tecido adiposo branco e ou diminui¢do dos depositos
de gordura visceral e intraperitoneal, sdo imprescindiveis para a diminui¢cdo do ganho de

peso e controle da inflamacdo do tecido adiposo.
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1.2 Obesidade e inflamacgéao

A inflamacdo pode ser definida como o conjunto de alteracbes bioquimicas,
fisiolégicas e imunoldgicas em resposta a estimulos agressivos ao organismo. Tanto na fase
aguda quanto na cronica, mediadores inflamatorios agem de maneira local ou sistémica,
ativando outras células envolvidas com o processo inflamatorio (células endoteliais,
fibroblastos e células do sistema fagocitico mononuclear), ampliando, assim, a resposta
inicial ao agente lesivo (KHOVIDHUNKIT et al, 2004; KUMAR et al, 2004).

Sabe-se que o estado de inflamacdo cronica subclinica provoca lesdo tissular
incipiente por meio da ativagdo a longo prazo do sistema imune inato, podendo causar
posterior manifestacdo de doencas crénicas ndo transmissiveis, como as cardiovasculares, o
diabetes melito, a obesidade, o cancer, entre outras (LAHOZA, MOSTAZAA, 2007).

O mecanismo pelo qual estes mediadores pré-inflamatorios levam a manifestacédo
dessas doencas parece envolver a atenuacdo da atividade insulinica, mobilizagdo de
gorduras, disfuncéo endotelial e estresse oxidativo (LAHOZA, MOSTAZAA, 2007).

Com o ganho de peso e ou obesidade ocorre hipertrofia dos adipocitos e consequente
compressdo dos vasos sanguineos no tecido adiposo, impedindo um suprimento adequado
de oxigénio, acarretando em uma hipoxia local e morte de alguns adipdcitos. Esse quadro
desencadearia uma cascata de resposta inflamatdria através da quimiotaxia de macréfagos o
que induziria a estimulacdo da expressdo de genes pré-inflamatorios (NEELS, OLEFSKY,
2006; WOOD et al, 2009).

A elevacdo de marcadores inflamatdrios em resposta a hipdxia local e morte dos
adipocitos como fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 1 ¢ 6 (IL-1 e IL-6), proteina
quimioatrativa de mondcitos e macréfagos (MCP-1), leptina, entre outros, sdo observados
também na obesidade (NEELS, OLEFSKY, 2006; WOOQOD et al, 2009).

1.3 Tecido Adiposo

O Tecido adiposo (TA) apresenta um papel importante na fungdo enddcrina e a sua
distribuicdo, até mais que o seu proprio acumulo esta relacionada com a alta incidéncia de
doencas como obesidade, diabetes mellitus tipo 2, hipertenséo arterial, dislipidemias, entre
outras (FONSECA-ALANIZ et al.2006, FEDERICO et al.2010).

Por apresentar um relevante papel na fungdo enddcrina o TA pode ser categorizado
como 0Orgao e consiste em um tipo especial de tecido conjuntivo que € composto por
diferentes tipos celulares, tais como, celulas endoteliais, macrofagos, células do estroma
vascular, fibroblastos, pré-adipécitos e adipocitos (AHIMA, FLIER, 2000).
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Os adipdcitos sao as Unicas células especializadas no armazenamento de lipideos na
forma de triacilglicerol (TAG) em seu citoplasma, pois apresentam maquinaria enzimatica
necessaria para sintetizar acidos graxos (lipogénese), e estocar TAG em oferta abundante de
energia e mobilizacdo pela lipolise quando ha déficit calorico. Sendo assim, a hipertrofia dos
adipécitos € uma caracteristica dos individuos obesos ou com sobrepeso, enquanto a
hiperplasia parece estar relacionada com graus mais severos de obesidade (GIL et al. 2011).

Nos mamiferos o TA pode ser dividido em dois tipos, o tecido adiposo branco (TAB)
especializado no armazenamento de energia além da sua importante funcdo como 6rgao
endocrino envolvido também no controle e na regulacdo do peso corporal; e o tecido adiposo
marrom (TAM), o principal tecido regulador da termogénese em resposta a ingestdo
alimentar e frio (GIL et al. 2011).

As necessidades energeticas, sinalizagdes neurais e hormonais, regulam os processos
no tecido adiposo como lipdlise, lipogénese e atividade secretora através das adipocinas,
aléem do processo de plasticidade (proliferacdo, diferenciacdo e apoptose) (FONSECA-
ALANIZ et al.2006, Gl et al.2011). E ent&o sobre o comando do sistema nervoso central,
atraves das sinalizacdes neurais diretas e indiretas, que acorrem os comportamentos de busca
e ingestdo alimentar (AHIMA, FLIER, 2000).

Os depdsitos de TAB podem ser classificados de acordo com sua localizagéo
anatomica e apresentam diferencas funcionais e de metabolismo que variam de regido para
regido (FONSECA-ALANIZ et al. 2006, GIL et al. 2011). Sendo assim, o TAB ¢ dividido
em subcutaneo (TAS) e visceral (TAV) (localizado dentro da cavidade abdominal) e ambos
contem subdivisdes (CINTI 2005, GIL et al.2011, CINTI 2012).

O TAS responde melhor aos efeitos antilipoliticos da insulina, secreta mais
adiponectina e menos citocinas inflamatdrias. Ja o acumulo de gordura visceral tem sido
relacionado com danos no metabolismo da glicose, desordens lipidicas, hipertensdo, além
de causar aumento na secrecdo de adipocinas (FONSECA-ALANIZ et al. 2006, GIL et al.
2011).

A gordura abdominal corresponde a soma da gordura subcutanea abdominal e intra-
abdominal, sendo que, o compartimento intra-abdominal compreende a gordura visceral e
intra-peritoneal, principalmente composta pela gordura omental e mesentérica, e pela massa
gordurosa retroperitoneal respectivamente, que acompanha a borda dorsal dos intestinos e a
supOerficie frontal dos rins (WAJCHENBERG, 2000). Da mesma forma, a gordura

subcutanea abdominal pode ser dividida em superficial e profunda, as quais sdo separadas
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por facias superficiais (FRAYN, 2000; KELLEY et al., 2000; SMITH, 2001; ROSS et al.,
2002).

Alguns estudos confirmaram a forte relacdo que existe entre a distribuicdo do TA e
desenvolvimento de alteracGes metabdlicas, pois na obesidade abdominal ocorre deposi¢édo
de gordura diretamente no sistema venoso portal, devido a mobilizacdo mais rapida de acidos
graxos livres, levando a um impacto potencialmente maior na fungdo hepatica e,
consequentemente, ao favorecimento de anormalidades metabolicas (JENSEN, 1997;
ALBU; KOVERA; JOHNSON, 2000; ANDERSON et al., 2001; DEPRES, 2001; CNOP,
2002).

Sabe-se que o TA também produz e secreta TNF-o e IL-6, que sdo duas citocinas pro-
inflamatorias envolvidas com a resisténcia a insulina e metabolismo de carboidratos e
lipideos (FONSECA-ALANIZ et al.2006). Entretanto, com o musculo, o TA exerce um
importante papel no metabolismo da glicose e esses efeitos s&o mediados pela insulina
(DIMITRIADIS et al. 2011).

1.4 Ac¢do da insulina no tecido adiposo e musculo esquelético

A acgdo da insulina sobre seus receptores, presentes tanto no TA como no tecido
muscular, aumenta o transporte de glicose através da membrana celular, aumenta a taxa de
glicolise pelo aumento da atividade da hexoquinase e da 6-fosfofrutoquinase estimulando
assim a sintese e diminuindo a taxa de hidrolise de glicogénio (DIMITRIADIS et al. 2011).

No Tecido Adiposo a insulina favorece a lipogénese (através da regulacao da transcricéo
de enzimas lipogénicas, captacdo de glicose, além de inibir a lipdlise). Durante o periodo
pos-prandial, a insulina secretada é capaz de estimular a translocacéo da vesicula intracelular
GLUT4 que é a isoforma do transportador de glicose presente nos adipdcitos e, assim, €
apresentada na membrana dos adipdcitos (WATSON & PESSIN 2001, DUCLUZEAU et al.
2002, HOU & PESSIN 2007, ZEYDA & STULNIG 2009, JORDENS et al.2010,
DIMITRIADIS et al. 2011).

A resisténcia a insulina € um processo multifatorial e ndo esta totalmente esclarecido.
Um dos possiveis mecanismos que levariam o desenvolvimento de resisténcia a insulina
seria que quando h& excesso de nutrientes, uma proteina chamada mTOR é estimulada
inibindo parcialmente a estimulagdo dos substratos IRS/1 e IRS/2 que sdo ativados por sua
ligacdo com a insulina. Entdo, quando ndo ocorre a ligacao insulina—receptor (IRS/1 e

IRS/2), a Akt ndo é fosforilada e, dessa maneira, ndo ocorre a translocacdo da vesicula
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intracelular GLUT4 que transporta a glicose para dentro dos adip6citos (BARBOUR L.A et
al, 2007).

Figura 1 — Esquema de resisténcia a insulina pelo excesso de nutrientes.
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Fonte: Adaptado de Barbour L.A et al, 2007.

1.5 Adiponectina

A adiponectina € um horménio secretado principalmente pelo tecido adiposo e
desempenha um papel importante por apresentar propriedades anti-inflamatdrias e anti-
aterogénicas (HARA et al., 2005; AHMADIZAD; HAGHIGHI; HAMEDINIA, 2007;
SIMPSON; SINGH, 2008). Assim, baixas concentragdes sanguineas desse horménio tém
sido inversamente associadas com obesidade, resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 em
humanos e em animais.

Da mesma forma, niveis sanguineos de adiponectina tém sido relacionados
positivamente com melhoras na sensibilidade a insulina e pela expressdo de pelo menos dois
de seus receptores da membrana celular: AdipoR1 e AdipoR2. Por outro lado, individuos
obesos tendem a apresentar niveis elevados do receptor AdipoR1, como forma
compensatdria aos reduzidos niveis de adiponectina sérica, comparados com pessoas
eutréficas (BLUHER et al., 2006). Além disso, ela age diretamente no aumento da produgéo
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de Oxido nitrico e na diminuigdo de substancias relacionadas aos efeitos pro-inflamatorios,
como proteina-C-reativa (PCR), IL-6 e TNF-a (fator de necrose tumoral) (SIMPSON;
SINGH, 2008).

1.6 Fator de necrose tumoral (TNF-a)

O fator de necrose tumoral (TNF-a) € uma citocina multifuncional que apresenta a
capacidade de regular varios processos celulares e bioldgicos tais como, funcdo imunologica,
diferenciacéo, proliferacao, apoptose celular e metabolismo energético. Isso sugere que ele
apresente funcdo endocrina por mediar sinais autdcrinos e paracrinos (SETHI,
CAWTHORN, 2007).

Estas funcdes endocrinas do TNF-a dependem da manutengdo dos seus altos niveis
circulantes, o que geralmente ocorre na presenca de doencas catabolicas como sepse e
cancer. Em contraste, na diabetes tipo 2 associada a obesidade os niveis de TNF-a
encontram-se aumentados no tecido adiposo, enquanto seus niveis circulantes sdo menores
do que os presentes nas doencas catabdlicas (HOTAMISLIGIL, SHARGILL,
SPIEGELMAN, 1993).

As acdes do TNF-a nos adipocitos podem alterar o metabolismo lipidico através da
inibicdo da absorcdo dos acidos graxos livres na lipogénese e estimulacao da lipdlise com a
quebra e lancamento dos mesmos na corrente sanguinea. Dessa forma, 0 TNF-a derivado do
tecido adiposo pode contribuir para o desenvolvimento de dislipidemias e resultar em
complicacdes metabolicas (SETHI, CAWTHORN, 2007).

O TA também contém fragBes de estroma vascular, 0s quais contém numeros
metabolicamente relevantes de tipos celulares como pré-adipdcitos, células endoteliais,
células musculares lisas, fibroblastos, leucocitos e macrofagos. Adicionalmente, sabe-se que
estas células presentes no estroma vascular podem produzir substancialmente maiores
quantidades de TNF-a nos adipécitos (WEISBERG et al. 2003).

Weisberg et al. (2003) demonstraram que a obesidade também esta associada com o
aumento da infiltracdo dos macrofagos no tecido adiposo, sendo estes responsaveis pela
elevada producgéo de TNF-oa.

A vasta maioria da producdo TNF-o advém classicamente dos macrdfagos ativados,
mas, é de grande interesse identificar onde ocorre o inicio da estimulacdo e recrutamento
destas células imunes no tecido adiposo. Uma hipétese € que o aumento das mortes dos
adipdcitos pela expansédo do tecido adiposo poderia induzir sinais quimiotaticos que iniciam
o0 recrutamento de mondcitos (WEISBERG, S. et al, 2003).
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A inducdo da morte dos adipdcitos pela expansdo do TA presente em casos de
sobrepeso ou obesidade cronica se justifica pelo fato de a capacidade de expansdo deste
tecido ser limitada. Entretanto, o proprio TNF-a secretado na presen¢a de doengas
inflamatdrias como a obesidade pode estimular a producéo de outras citocinas como IL-6 e
IL-1 e desta forma, também promover a morte de células (RUAN et al, 2002).

O TNF-a também suprime a expressao de muitas proteinas como o receptor da insulina
(IR), receptor do substrato 1 da insulina (IRS-1) e GLUT4, o que diminui a absorcao da
glicose pelo adipdcito (RUAN et al, 2002).

Hotamisligil et al, (2006) demonstraram que o TA de ratos diabéticos obesos
apresentaram altos niveis de TNF-a, confirmando a hipotese de que o mesmo apresenta papel
relevante no desenvolvimento de doencas metabdlicas associadas ao excesso de nutricdo,

tais como, resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 relacionada a obesidade.
1.7 Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 é uma citocina com atuacgdo tanto na resposta imune inata como na adaptativa.
Ela é sintetizada por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e outras células em resposta
amicrorganismos e também a estimulacéo por outras citocinas, principalmente a IL-1e TNF-
a (SOUZA, et al, 2008).

A IL-6 normalmente é expressa em niveis baixos, exceto durante infecgdo, trauma ou
outros fatores estressantes. Entre os varios fatores que regulam a expressdo do gene da IL-
6, estdo o estrdgeno e a testosterona. Apds a menopausa ou andropausa, 0s niveis de IL-6
séo elevados mesmo na auséncia de infeccéo, trauma ou estresse

No TA, a IL-6 aumenta o processo de lipélise, aumentando dessa forma a mobilizacéo
de &cidos graxos livres na circulagdo. Em doengas como a obesidade os niveis de IL-6 estdo
aumentados, sendo esta adipocina um importante preditor de anormalidades no adipdcito e
metabolismo sistémico (TRUJILLO et al, 2004).

1.8 Exercicio Fisico no controle da obesidade
O Exercicio fisico € um importante componente no tratamento do sobrepeso e obesidade,
pois promove melhora do status inflamatdrio através da perda de peso (ROSA et al 2009).
Essa melhora parece estar relacionada com a intensidade do exercicio, uma vez que
exercicios extenuantes aumentam a resposta inflamatoria, tendo como consequéncia o
aumento dos marcadores inflamatorios no musculo esquelético e TA (ROSA et al 2011).
De acordo com Farias et al (2012), roedores submetidos a exercicio de natagdo (2X30

minutos por dia, com 5 minutos de intervalo) 5 dias por semanas durante 12 semanas
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consecutivas e dieta rica em gordura, tiveram o peso corporal reduzido em mais de 50%
quando comparado ao grupo controle. Além disso, ocorreu aumento nos niveis de
fosforilacdo do receptor de insulina IR, IRS e AKT no tecido adiposo e figado,
demonstrando, melhora nos parametros metabdlicos que estdo relacionados com o
desenvolvimento da resisténcia a insulina e diabetes tipo 2.

Alguns estudos tém demostrado as respostas adaptativas ao exercicio aerobico associado
ao treinamento de forca, como 0 aumento da acdo da insulina no musculo esquelético, além
de apresentarem beneficios referentes a composicdo corporal com reducdo da massa
corporal, além da manutencio da massa magra (BERGGREN et al, 2008; SARTORIO et al,
2003; SARTORIO et al, 2005; CHRISTIANSEN et al, 2008).

Sartorio et al. (2005), comparou homens e mulheres que realizavam exercicios fisicos
cinco dias por semana durante trés semanas. Cada sessdo consistia de treinamento aerébio
com 10 minutos de bicicleta ergométrica pedalando a 50-60 RPM, 20 minutos de caminhada
em esteira com inclinacdo de 0-3% e cinco minutos de cicloergdmetro de braco. A
intensidade para todos os exercicios era de 50% do VO2max durante a primeira semana e
60% nas outras duas. Foi observada a redu¢do do IMC e melhora da forga maxima em ambos
0s géneros, mas nas mulheres houve manutencdo da massa livre de gordura, as quais ja
apresentavam antes da intervencdo maior indice de massa gorda quando comparadas aos
homens.

Outro estudo que analisou o impacto de um programa de exercicios aerobicos com a
duracdo de 12 semanas sobre a frequéncia cardiaca e capacidade funcional de mulheres,
também mostrou que houve melhora na modulacdo autbnoma cardiaca e capacidade
funcional com consequente busca de um balanco energético negativo, o que segundo autores
estaria associado com maior condicionamento aerdbico e reducdo do desenvolvimento de
morbidade cardiovascular (CASTELO, V. et al, 2011).

1.9 Treinamento resistido no controle da obesidade e inflamacéo

O TR pode ser definido como sendo a modalidade de exercicios fisicos regulares,
sistematizados e controlados que envolvem a ativagcdo voluntaria de um grupo muscular
agonista especifico contra uma resisténcia externa (WINETT, R.A; CARPINELLI, R.N.,
2001).

Inimeros estudos demonstram que o TR pode afetar positivamente fatores de risco, tais
como, resisténcia a insulina, taxa do metabolismo da glicose, pressdo sanguinea, gordura

corporal, os quais estdo associados com diabetes, doencgas cardiovasculares e cancer.
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(SARTORIO, A et al, 2003; SARTORIO, A et al, 2005; PRESTES et al, 2010; STOTZER,
U.S et al, 2015).

Além disso, o TR apresenta efeitos profundos no musculo esquelético e contribui para a
manutencdo das habilidades funcionais prevenindo a osteoporose, sarcopenia, obesidade,
entre outras doencas (WINETT, R.A; CARPINELLI, R.N., 2001).

Entdo, para ser efetivo é necessario que o TR seja realizado obedecendo alguns
principios, incluindo a consideragdo as necessidades especificas (principio da
individualidade), necessidade de variagdo do treinamento (principio da sobrecarga
crescente), especificidade na tarefa motora realizada (principio da especificidade), adesdo ao
treinamento (principio da continuidade) e regressdo dos resultados obtidos (principio da
reversibilidade) (TUBINO, 1984; PRESTES et al, 2010).

De acordo com Roth, Ferrell and Hurle (2000), o TR ja € considerado uma intervencéo
preventiva para o desenvolvimento da osteoporose e sarcopenia pois, além de favorecer o
aumento da densidade mineral Ossea através do estresse mecanico, favorece também a
manutencdo da massa muscular através da carga progressiva que € imposta.

Considerando os recentes achados sobre a distribuicdo da gordura corporal, tendo em
vista que a obesidade central é um importante componente para o desenvolvimento de uma
série de eventos que podem resultar em resisténcia a insulina, dislipidemias, doencas
cardiovasculares e cancer, o TR pode diminuir o risco para essas doencas através da
modificacdo da composicéo corporal (WINETT, R.A.; CARPINELLI, R.N., 2001).

Além disso, a reducdo da adiposidade visceral favorece a instalacdo de um ambiente
anti-inflamatorio através do aumento dos niveis séricos de adiponectina, diminuicdo de
leptina e PCR (proteina C reativa) (FATOUROS et al, 2005; AKBARPOUR, 2013).

Entretanto, de acordo com Phillips et al (2012), ocorreram diminui¢cdes nos niveis de
citocinas pré-inflamatorias em mulheres pos-menopausadas obesas participantes de um
programa de TR com duracdo de 12 semanas, mesmo na auséncia de mudancas na
composicdo corporal, 0 que demonstra que alteracdes benéficas podem ocorrer antes mesmo
das mudancas observadas na composicéo corporal.

Segundo Ross e Colaboradores (1996), ocorreu reducdo de aproximadamente 40% na
gordura visceral de homens obesos submetidos a TR e dieta hipocaldrica. Ademais,
envolvendo dieta hipercaldrica e exercicio fisico aerébico em ratos sobre os depdsitos de
gordura mesentérica e retroperitoneal mostrou que houve aumento da lipélise no adipdcito
mesentérico por cerca de (75%), 0 que nao ocorreu no retroperitoneal (CHAPADOS et al,

2008). Entretanto, estudos envolvendo TR sobre esses depositos ainda sdo escassos, sendo
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necessarios mais estudos que envolvam essa modalidade de exercicio e seus efeitos, ja que
0 TR mostrou-se eficaz em prevenir adiposidade abdominal e inflamacdo.
1.9.1 Reposicao de estrogénio nas alteracdes promovidas pela ovariectomia

A diminuicdo nos niveis de estrogénio em mulheres na pds-menopausa pode levar ao
desenvolvimento de doengas cronicas, tais como osteoporose e doengas cardiovasculares.

Estrogénio é um termo usado para um grupo de horménios esteroides com 18 carbonos,
que sdo secretados principalmente pelo ovario e, em menor quantidade, pelas adrenais. Ele
engloba trés hormonios esteroides estruturalmente semelhantes: 17B-estradiol (E2), estrona
(E1) e estriol, (E3), sendo o E2 o principal esteroide em humanos que possui propriedades
estrogénicas (KENDALL, B; ESRON, R, 2002).

Em modelos animais, tanto a falta quanto os defeitos na acdo do estrogénio levam a
aumento da massa corporea, demonstrando claramente um possivel papel desse esteroide no
sobrepeso pos-menopausa. A OVX em ratas, condicdo que mimetiza a menopausa em
mulheres, leva a diminuicdo dos niveis de estrogénio, causando dessa maneira, aumento do
peso e massa gorda em ratas (SIMS et al., 1996). Corroborando com esses achados, a maioria
dos estudos demonstrou aumento na gordura abdominal em mulheres durante a transi¢édo
para a menopausa (CARR, M.C., 2003).

De acordo com Hong et al (2007), mulheres saudaveis na pos-menopausa apresentaram
niveis de TNF-a significativamente maiores do que as na pré-menopausa, sugerindo que a
deficiéncia de estrogénio resultaria no aumento de citocinas pro-inflamatdrias, o que
contribuiria para o desenvolvimento de doencas como aterosclerose e diabetes melito tipo 2.

Ensaios clinicos randomizados concluiram que os diversos tipos de reposi¢do hormonal
se mostraram eficientes na prevencdo do aumento da adiposidade central em mulheres
durante o periodo de pds-menopausa quando comparadas a mulheres do grupo controle,
demostrando que a deficiéncia de estrogénio parece acelerar o acumulo de gordura
visceral/abdominal e, por consequéncia, induz a mudancas significativas no padrdo de
distribuigéo da gordura corporal (KOHRT, W.M; EHSANI, A.A; BIRGE JR, S.J, 1998).

A maneira como a reposic¢do de estrogénio € feita e qual via de administracao € utilizada
garante maior eficacia e segurancga ao tratamento. A administracdo pode ser feita por via
oral, transdérmica, intra-nasal ou intramuscular, sendo a reposicdo estrogénica via
transdérmica considerada a mais segura quanto aos efeitos tromboembdlicos quando
comparada aos da via oral (ROZENBERG; VANDROMME; ANTOINE, 2013). Varios
estrogénios sdo utilizados para tratar os sintomas do climatério, dentre eles, o estradiol,

valerato de estradiol, estriol, succinato de estriol, estrogénios conjugados (ROZENBERG,;
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VANDROMME; ANTOINE, 2013; CARR, 2003). Os estrogénios frequentemente mais
utilizados sdo valerato de estradiol natural ou 17p- estradiol micronizado e estrogénios
equinos conjugados orais. Para os de via oral, a dose equipotente de 2 mg de valerato de
estradiol corresponde a aproximadamente 1,5 mg de 17p-estradiol micronizado, 0,625 mg
de estrogénios conjugados, 50 mg liberados por adesivo, 1,5 mg aplicados como gel
percutaneo ou 3,0 mg através de administracdo nasal (KIRAN et al, 2004).

De acordo com Baylei et al (1980), a OV X em ratas promoveu aumento do peso corporal
e massa gorda. Ja a reposicao hormonal (RH) foi eficaz em minimizar os efeitos causados
pela OVX. Entretanto, quando se fala em Terapia de Reposi¢cdo Hormonal (TRH) sempre
existiu a preocupagao com o risco aumentado para o desenvolvimento de tromboembolismo
venoso e cancer de mama, principalmente quando a reposicdo hormonal € realizada por
tempo prolongado (ROZENBERG; VANDROMME; ANTOINE, 2013; SKOUBY et al,
2004/2005).

PECHENINO et al, (2011) demonstraram que a administracdo de estrogénio muitos anos
ap0s a menopausa aumenta a expressao de genes inflamatérios como TNF-a e 6xido nitrico
sintase induzida (iNOs). Ja a utilizacdo de forma precoce logo apds a menopausa previne
estes efeitos negativos. Entretanto, o mecanismo envolvido nessa resposta ndo esta

totalmente elucidado.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Analisar os efeitos do Treinamento resistido (TR) e Reposi¢do com estradiol (RE) sobre a
glicemia, insulinemia e morfologia de adipdcitos viscerais e intraperitoneais (mesentérico e

retroperitoneal) de ratas ovariectomizadas.

2.2 Objetivos Especificos
Verificar os efeitos do TR e da RE no tecido adiposo visceral e intraperitoneal
(mesentérico e retroperitoneal) de ratas ovariectomizadas por meio das seguintes analises:
e Parametros Biométricos: Massa corporal, Ingestdo alimentar e Peso dos tecidos;
e Carga de treino;
e Glicose e Insulina;
e Niveis de Estradiol,
e Histologia (&rea dos adipdcitos): Deposito visceral e abdominal (mesentérico e

retroperitoneal).



23

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Aprovacao do comité de ética
Todos os procedimentos foram submetidos ao Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de S&o Carlos (protocolo n.005/2013) e
conduzidos de acordo com o0 guia de cuidados e manuseio de animais laboratoriais dos
Estados Unidos da América (NATIONAL RESEARCH COUNCIL’S, 1996).

3.2 Animais

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram utilizadas 30 ratas Sprague Dawley,
provenientes do biotério da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus
de Araraquara, com massa corporal inicial de 220+12g. Durante o periodo experimental, 0s
animais foram mantidos em gaiolas coletivas (trés animais por gaiola), com o assoalho
recoberto por serragem, e receberam agua e racdo ad libitum, sob condig¢Ges constantes de
temperatura (22+2°C), umidade e iluminacdo em ciclo invertido de 12 horas (inicio do escuro
as 08:00hs). Apds chegada ao biotério do laboratdrio de Fisiologia do Exercicio, 0s animais
permaneceram por trés semanas em condic¢éo de aclimatacéo ao biotério e ao ciclo invertido.

Ap0s este periodo os animais foram distribuidos em cinco grupos experimentais.

3.3 Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 5 grupos experimentais (6 animais
por grupo): (1) sham-sedentarias (Sham-SED), ovariectomizadas-sedentarias (Ovx-SED),
sham- treinamento-resistido (Sham-TR), ovariectomizadas-treinamento-resistido (Ovx-TR),
ovariectomizadas-sedentarias-reposicdo (Ovx-RE). Os animais sedentarios (Sham-SED,
Ovx-SED, Ovx-RE) foram mantidos em suas caixas por todo o periodo experimental pos-
cirurgico (12 semanas), sem nenhum tipo de exercicio ou atividade fisica. Os animais Ovx
(Ovx-SED, Ovx-TR e Ovx-RE) tiveram 0s ovarios removidos. Os animais treinados (Sham-
TR e Ovx-TR) realizaram 12 semanas de TR. O treinamento teve 0 mesmo inicio para cada
grupo e esta descrito abaixo. Os animais que realizaram reposi¢cdo hormonal (Ovx-RE)

receberam implantes subcutaneos de capsulas silasticas contendo 17 B-estradiol.

3.4 Procedimentos Cirurgicos da Ovariectomia e da opera¢do Sham
Todos os procedimentos anestésicos e cirurgicos foram realizados por um médico
veterinario. Os procedimentos cirargicos foram realizados com as ratas sob efeito anestésico
de Ketamina-Xilazina (61,5-7,6 mg/kg respetivamente) administrado na cavidade
intraperitoneal. Para a ovariectomia foi realizada uma pequena inciséo bilateral (1,0-1,5 cm)
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através da pele e da camada muscular, entre a ultima costela e a coxa, em paralelo com a
linha corporal média do animal. A cavidade peritoneal foi aberta e realizada uma ligadura
abaixo da fimbria. Os ovarios foram removidos e as incises feitas na pele e musculos
suturados. A cirurgia Sham foi realizada através dos mesmos procedimentos da
ovariectomia, com excecdo da ligadura abaixo da fimbria e da remocéao dos ovarios, 0s quais
foram apenas expostos e devolvidos ao local de origem. Nas 24 horas seguintes da cirurgia
Ovx e operacdo Sham foi utilizado Cloridrato de Tramadol, 20 mg/kg por via subcutanea
para acao antibidtica a cada 24 horas durante cinco dias ap6s 0s procedimentos cirurgicos e
as ratas foram mantidas em caixas individuais, tratadas com analgésico e aquecidas. Além
disso, foi respeitado um periodo de sete dias de recuperacdo pos-cirurgia para dar inicio aos

procedimentos do protocolo de treinamento resistido.

3.5 Reposicao de Estrogénio

Os animais do grupo Ovx-Sed-RE receberam a reposicao de 17p-estradiol por implante
subcutaneo de capsulas Silastic*(Dow Corning, VWR Internacional, Buffalo Grove, IL,
EUA) com uma solugdo de 180ug de 17p-estradiol/ml de éleo de girassol. As capsulas
Silastic* sdo segmentos de tubo hospitalar de silicone cortados em comprimento de 30 mm,
didmetro interno de 1,02mm e externo de 2,16mm, vedados com cola Silastic*. A RE teve
inicio uma semana apos a cirurgia OV X e o reimplante das capsulas Silastic* foi realizado
apos seis semanas do primeiro implante. A metodologia utilizada na RE foi descrita segundo
Strom et al. Os tubos Silastic* foram medidos e cortados com o auxilio de uma régua. A
solugdo do hormonio foi preparada com 17 B-estradiol (codigo: E8875, 250 mg Sigma
Aldrich, St. Louis, EUA) em 6leo de girassol. Foram pipetados 10 pl dessa solugdo em cada
capsula Silastic* tendo cada animal recebido 1,8 pg de 17p-estradiol. As cdpsulas foram
vedadas nas duas extremidades com cola de silicone da marca Silastic®, o que resultou em
uma coluna de oOleo-17p-estradiol. Apds a vedacdo das capsulas, as mesmas foram
armazenadas por 24 horas para secagem da cola. Apds a secagem, foram mantidas em
solucdo fisioldgica salina esterilizada (NaCL 0,9%) por no minimo 2 horas. Com o auxilio
de uma pinca, a capsula foi implantada no dorso do animal, através de uma inciséo no dorso,
que estava sob efeito anestésico (Ketamina-Xilazina). Posteriormente a insercdo da capsula
foi realizada a sutura, e os animais receberam doses anestesicas de Cloridrato de Tramadol
(20 mg/Kg) e antibidtico por via subcuténea, no periodo de recuperacéo (7 dias).
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3.6 Protocolo de Escada — TREINAMENTO RESISTIDO

3.6.1 Aparatos de treinamento
Para o treinamento foi utilizada uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degraus de 2 cm,
inclinacdo de 80°) com uma gaiola de dimensdes 20 x 20 x 20 cm. Foi utilizado tubo falcon
com chumbada de pesca atado com fita adesiva a porcéo proximal a cauda das ratas como
carga de carregamento (Figura 1).

Figura 1. Rata com o aparelho de carga fixado a calda na escada de treinamento.

3.6.2 Familiarizacdo ao Treinamento

A familiarizacéo ao treinamento foi realizada em 3 dias consecutivos. Com o aparato
fixado a cauda, as ratas foram colocadas na parte inferior da escada e familiarizadas com a
escalada. Caso necessario, um estimulo com dedos em movimento de pincar foi aplicado na
cauda do animal para iniciar o movimento de escalada. As dimensGes da escada obrigaram
0s animais a realizarem 8-12 movimentos por escalada. Atingindo a gaiola no topo da escada,
as ratas descansaram durante 2 minutos entre uma escalada e a seguinte. Este procedimento
se repetiu até que os animais escalassem voluntariamente a escada por trés vezes

consecutivas, sem a necessidade de estimulo.
3.6.3 Determinacgéo da Carga de Carregamento

Trés dias apo6s a familiarizacdo, foi realizada a determinacdo da carga maxima de

carregamento para qual a primeira escalada consistiu em carregar uma carga de 75% da
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massa corporal do animal. Apds 2 minutos de recuperagéo, a segunda escalada foi realizada

com a adi¢do de um peso de 30g, como demonstrado na figura 2. Este acréscimo de 30 g na

carga foi repetido em cada escalada até uma carga com a qual a rata ndo conseguiu escalar

toda a escada, mesmo apos trés estimulos sucessivos na cauda. A maior carga efetivamente

carregada por toda a escada foi considerada a carga maxima de carregamento da rata.
Figura 2. Determinacdo da carga maxima de carregamento

Carga maxima

> 1RM

‘ +30
> )
+30g
o (

+ 30g

o
+ 30g

>
(‘! + 309

3.6.4 Sessdes de Treinamento

Cada sessdo de treino foi composta por um minimo de quatro, € um maximo de nove
escaladas. As quatro escaladas iniciais consistiram respectivamente de 50%, 75%, 90% e
100% da capacidade maxima de carregamento do animal, determinada na sessdo anterior.
Ap0s a quarta escalada foram realizadas um méaximo de cinco escaladas e adicionou-se 30g
de carga até que uma nova capacidade maxima de carregamento fosse determinada (Figura
3).

Figura 3. Organizacdo da carga de carregamento por sessao de treino.
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3.7 Eutanasia dos animais e coleta dos tecidos

Ao término do periodo experimental os animais ficaram em jejum durante a noite e
foram eutanasiados pela manhéa por decapitacdo em guilhotina. Os grupos que realizaram o
treinamento resistido foram eutanasiados 48 horas apds a ultima sessdo de treino. Apos a
eutandsia, o tecido adiposo visceral mesentérico e retroperitoneal foram rapidamente
removidos e pesados em balanca de precisdo. Apds a pesagem eles foram imediatamente

congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a - 80°C para futuras analises.

3.8 Determinacio dos niveis de 17p- estradiol no soro

Para a determinagdo dos niveis de 17f- estradiol, o sangue foi coletado apds a
eutanésia dos animais e o soro foi separado por meio de centrifugacdo (20 minutos, 13.000
rpm, 4°C). O sobrenadante foi coletado e armazenado na temperatura de -20°C. A dosagem
de 17 B-estradiol foi realizada por ELISA de acordo com as especificacdes do fabricante (Kkit
comercial, ADI-900-174, Enzo Life Sciences, Farmingdale, New York, USA). A
sensibilidade do ensaio foi de 10 pg/mL. Todas as amostras foram realizadas em duplicata.
A quantificacdo foi dada em relacdo a curva padrdo com utilizacdo do modelo de regresséo

néo linear de quatro parametros logistica (4PL).
3.9 Analises Histoldgicas

Para as analises histoldgicas as aliquotas do tecido adiposo visceral mesentérico e
retroperitoneal foram fixados em formalina tamponada (10%) por 24 horas. Apoés fixagéo,
os tecidos foram processados por meio de uma bateria de desidratagdo, em concentracdes
crescentes de etanol (80%, 95%, 100% I, 100% II, 100% I, 100% IV), diafanizacdo em
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banhos de xilol, impregnacédo, e por fim, inclusdo em Paraplast (Histosec®Merck). O
material parafinizado foi incluido em blocos e permaneceu em temperatura ambiente. Os
blocos de parafina foram cortados em micrétomo (Micron®HM360) com navalhas
descartaveis. Os fragmentos com espessura de 6 um foram estendidos sobre as laminas.
Posteriormente, as laminas passaram por processo de desparafinizagdo em xilol,
seguida de alcoolizagdo em alcool etilico e hidratacdo em &gua destilada e por fim, foram
coradas por hematoxilina e eosina (HE). Apos coloragéo, os cortes foram desidratados em
alcool e diafanizados em xilol, e em sequéncia, foi feita a montagem das laminas utilizando
0 Permount (Fisher Scientific) para fixagdo da laminula. Apds a secagem, as laminas foram
digitalizadas por inteiras com ampliacdo de 40 x em “Scanner” Panoramic Desk da 3D
Histech. Para avaliacdo e mensuracdo da area (um2) dos adipocitos utillizou-se 0 software

automatico Image-Pro®-Plus 6.0.
3.10 Analise de Glicose

A analise dos niveis de glicose no soro das ratas foi determinada pelo método glicose
oxidase (Trinder, 1969). Foi utilizado um Kit comercial (Labtest Diagnostica AS, Brasil).
Seguindo-se as instrucdes do fabricante os resultados desta analise se encontram expressos

em mg/dl.

3.11 Analise de Insulina

A anélise dos niveis de Insulina no soro das ratas foi determinada através de um teste
ELISA. Foi utilizado um Kit comercial Rat/Mouse Insulin Elisa (Millipore, USA).
Seguindo-se as instru¢des do fabricante os resultados desta analise se encontram expressos

em ng/dl.

3.12 Andlise Estatistica

Os ensaios foram analisados quanto a sua significancia estatistica utilizando o programa
de estatistica SPSS para Macintosh versdo 2017, adotando-se um nivel de significancia
estatistica de p < 0,05. Os valores para parametros biométricos (massa corporal, Ingestdo
alimentar, massa da gordura mesentérica e retroperitoneal, massa do utero e do fémur)
glicose, insulina e niveis de 17f estradiol apresentaram distribuigdo normal, por isso foi
usada a andlise de variancia ANOVA one-way. O post hoc TUKEY foi aplicado no caso de
alguma significancia. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. J& os
valores das &reas de adipdcitos dos depositos mesentérico e retroperitoneal apresentaram
distribuicdo anormal, por isso foi usada a analise de varidancia KRUSKAL-WALLIS. Da
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mesma forma o post hoc TUKEY foi aplicado no caso de alguma significancia. Os dados

foram expressos como mediana + erro padréo da mediana.
4. RESULTADOS

4.1 Efeitos da Ovariectomia, treinamento resistido e reposi¢cdo hormonal sobre

parametros biométricos:

Os animais do grupo Ovx-SED apresentaram maior peso corporal (23%; p < 0,05),
ingestao alimentar (11%; p < 0,05) e massa dos depositos de gordura retroperitoneal (52%;
p < 0,05) quando comparados aos animais do grupo Sham-SED (Tabela 1). Além disso, a
ovariectomia promoveu diminui¢do na massa do fémur e utero (11% e 83% p < 0,05,
respectivamente) (Tabela 1). No entanto, nos animais do grupo Ovx-RE foi observado menor
massa corporal (12%; p < 0,05) e maior massa do fémur e ttero (13% e 481% p < 0,05,
respectivamente) quando comparados aos animais do grupo Ovx-SED. Adicionalmente, os
animais do grupo Sham-TR tiveram maior massa do fémur (12%; p < 0,05) e diminuigdo na
massa dos depdsitos de gordura mesentérica (43%; p < 0,05) em relagdo aos animais do
grupo Sham-SED. Além disso, os animais do grupo Ovx-TR, apresentaram menor massa
corporal (6%; p < 0,05) e massa dos depdsitos de gordura retroperitoneal (35%; p < 0,05)

quando comparados aos animais do grupo Ovx-SED.

4.2 Evolucdo da carga maxima de carregamento durante 12 semanas de treinamento.

Durante as 12 semanas de treinamento, ndo houve interagcdo entre 0s grupos e tempo,
indicando que os grupos Sham-TR, Ovx-TR, aumentaram a capacidade méaxima de

carregamento de maneira similar durante o treinamento (Figura 3).

4.3 Niveis de 17p estradiol no soro de ratas.

Os animais dos grupos Ovx-SED, apresentaram niveis menores de 17p-estradiol
quando comparados aos animais do grupo Sham-SED (55%; p < 0,05) (Figura 2). Além
disso, a ovariectomia promoveu diminui¢cdo nos niveis do horménio nos animais do grupo
Ovx-TR em relagédo aos animais do grupo Sham-TR (56%; p < 0,05).

No entanto, foi observado maior concentracdo de 17-B-estradiol nos animais do
grupo Ovx-RE em relacdo aos animais do grupo Ovx-SED (180%; p < 0,05).

Esses resultados mostram o sucesso da Ovariectomia e da reposi¢éo de estrogénio.
Também foi detectada uma maior concentragdo de 17p-estradiol nos animais do grupo Ovx-

RE em relagcdo aos animais Sham-SED (24%; p < 0,05).
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Esses resultados demonstram que 0s animais que realizaram a reposi¢cdo de

estrogénio apresentaram uma concentracao suprafisiologica de 178 estradiol na circulagao.
4.4 Morfologia do tecido adiposo mesentérico

Os animais do grupo Ovx-SED apresentaram aumento no tamanho do adipocito
(hipertrofia) em relagdo aos grupos Sham-SED, Sham-TR e Ovx-TR (6%; 8,5% e 15%
respectivamente; p < 0,05) (Figura 4).

Esses resultados demonstram que a ovariectomia promoveu 0 aumento no tamanho
do adipdcito (hipertrofia) e o TR foi eficaz em minimizar os efeitos causados pela
ovariectomia no tecido adiposo branco visceral (mesentérico) de ratas ovariectomizadas.

Além disso, os animais do grupo Ovx-RE apresentaram aumento no tamanho do
adipdcito (hipertrofia) em relacdo aos grupos Sham-SED, Sham-TR, Ovx-SED e Ovx-TR
(35%; 37%; 32% e 42% respectivamente; p < 0,05).

Esses resultados demonstram que a reposigdo de estrogénio ndo foi eficaz em
minimizar os efeitos causados pela ovariectomia no tecido adiposo branco visceral

(mesentérico) de ratas ovariectomizadas.

4.5 Morfologia do tecido adiposo Retroperitoneal

Os animais do grupo Ovx-SED apresentaram aumento no tamanho dos adipdcitos
(hipertrofia) em relacdo aos grupos Sham-SED, Sham-TR e Ovx-TR (14,2%; 14% e 10%
respectivamente; p < 0,05) (figura 5).

Esses resultados demonstram que a ovariectomia promoveu 0 aumento no tamanho
do adipdcito (hipertrofia) e o TR foi eficaz em minimizar os efeitos causados pela
ovariectomia no tecido adiposo branco abdominal (Retroperitoneal) de ratas
ovariectomizadas.

Além disso, os animais do grupo Ovx-RE apresentaram aumento no tamanho do
adipdcito (hipertrofia) em relacdo aos grupos Sham-SED, Sham-TR, Ovx-SED e Ovx-TR
(15%; 14,6%; 0,8% e 10,5% respectivamente; p < 0,05).

Esses resultados demonstram que a reposi¢do de estrogénio ndo foi eficaz em
minimizar os efeitos causados pela ovariectomia no tecido adiposo branco abdominal

(retroperitoneal) de ratas ovariectomizadas.
4.6 Niveis de glicose no soro de ratas

Esses resultados demonstraram ndo haver diferencas significativas entre os grupos (p
<0,05). (Figura 6).
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4.7 Niveis de insulina no soro de ratas

Esses resultados demonstraram ndo haver diferencas significativas entre os grupos (p
<0,05). (Figura 7).
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Tabela 1. Efeitos da ovariectomia, treinamento resistido e reposicdo hormonal sobre

parametros métricos.

SHAM-SED SHAM-TR  OVX-SED OVX-TR OVX-RE
Massa 324,71 372,10 £ 352,91 + 302,67 £
Corporal (9) 4,49& 11,08*& 11,36*a& 13,46#$
Ingestao 21,05 + 0,50 22,78+ 0,58 23,39+ 23,25 + 22,28 + 0,84
Alimentar (g/d) 0,92* 0,64*
Gordura 3,68 +0,28 2,10+0,12* 3,14+0,27a 3,38+0,30a 3,51+ 0,28a
Mesentérica (g)
Gordura 2,97 + 0,37 225+0,15 454+ 2,96 +0,55# 4,35+
Retroperitoneal 0,26*a 0,490%
(9)
Massa do utero 0,67 = 0,07 0,63 £0,05 0,11 = 0,09+0,0*a 0,64 *
(9) 0,00*a 0,05#$
Massa do 0,26 + 0,005 0,29 + 0,23 + 0,25+0,010 0,26+
fémur 0,004*# 0,006*a. 0,007#
(9/100gMC)

Valores expressos em média + erro padrdo da média; n=6 ratas por grupo. MC indica Massa corporal.

*, significativamente diferente de Sham-SED: (p < 0.05); a, significativamente diferente de Sham-TR: (p < 0.05);

#, significativamente diferente de Ovx-SED: (p < 0.05); $, significativamente diferente de Ovx-TR: (p < 0.05);&,

significativamente diferente de Ovx-RE: (p < 0.05).
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FIGURA 2.
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FIGURA 2. Concentragdo de 17p-estradiol no soro de ratas (pg/ml). Valores estdo apresentados como média
+ erro padrdo da média (n=6 por grupo). *, significativamente diferente de Sham-SED; #, significativamente
diferente de Sham-TR; &, significativamente diferente de Ovx-SED; « significativamente diferente de Ovx-

TR (p <0.05).
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FIGURA 3. Carga maxima (g) dos grupos Sham-TR e Ovx-TR nas semanas 1, 4, 8 e 12. Os valores estdo

apresentados em média + erro padrdo da média; (n=6 por grupo). *, significativamente diferente da semana 1;

# significativamente diferente da semana 4 ( p < 0,05); $ significativamente diferente da semana 8 ( p <0,05).
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FIGURA 4. Morfologia do tecido adiposo (MES), (&rea dos adipdcitos) pumz2. Valores estdo apresentados em

mediana * erro padrdo da mediana (n=6 por grupo). *, significativamente diferente de Sham-SED; #,

significativamente diferente de Sham-TR; &, significativamente diferente de Ovx-SED; o, significativamente
diferente de Ovx-TR (p < 0.05).
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FIGURA 5. Morfologia do tecido adiposo (RET), (area dos adip6citos) um2. Valores estdo apresentados em

mediana * erro padrdo da mediana (n=6 por grupo). *, significativamente diferente de Sham-SED; #,

significativamente diferente de Sham-TR; &, significativamente diferente de Ovx-SED; a, significativamente

diferente de OVX-TR (p < 0.05).
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FIGURA 6. Concentracdo de Glicose no soro de ratas (mg/dl). Valores estdo apresentados em média + erro

padrdo da média (n=6 por grupo). N&o houve diferenca significativa entre os grupos.
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FIGURA 7.
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FIGURA 7. Concentracédo de Insulina no soro de ratas (ng/dl). Valores estdo apresentados em média + erro

padrao da média (n=6 por grupo). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.



39

5. DISCUSSAO

A Ovariectomia (OVX) em ratas mimetiza a menopausa e resulta na diminuigdo dos
niveis de estrogeno (SIMS et al., 1996).

A deficiéncia de estrégenos durante a menopausa acelera o ganho da massa corporea,
levando ao aumento da massa adiposa. Portanto, tanto a auséncia quanto defeitos na acédo do
estrogénio causam aumento da massa corporea, confirmando seu importante papel na
regulacdo das vias metabolicas por meio de estudos com animais (HEINE et al, 2000;
MUSATOV et al, 2007).

De acordo com dados do presente estudo, os niveis de 17 p-estradiol, massa do Utero e
fémur foram consideravelmente diminuidos nas ratas OVX, confirmando o sucesso da
ovariectomia. Além disso, as ratas OV X apresentaram maior massa corporal e hipertrofia do
adipdcito nos depdsitos mesentérico e retroperitoneal.

Nossos dados estdo de acordo com Thernof et al (2004), demostrando resultados
similares através da condicdo de ovariectomia que, por sua vez, promoveu ganho de peso e
aumento do tecido adiposo branco visceral.

Em outros estudos que corroboram os resultados encontrados neste estudo, observou-se
reducdo na expressdo de UCP2 no tecido adiposo branco de ratas ovariectomizadas, o que
segundo autores poderia ser um dos fatores responsaveis pelo decréscimo no gasto
energético e consequente aumento da massa corpdrea em ratas ovariectomizadas
(PEDERSEN et al, 2001).

De acordo com Stotzer U.S et al (2015), ocorreu supressao de acidos graxos intra-
abdominais de ratas ovariectomizadas com a utilizacdo do mesmo protocolo de TR do
presente estudo. Neste sentido, nossos dados estédo em concordancia com os do estudo acima
citado, pois, o treinamento resistido foi eficiente em diminuir a massa corporal e a area dos
adipdcitos nos depositos mesentérico e retroperitoneal dos animais do grupo OVX.

Adicionalmente, Speretta et al (2012), demonstrou menor expressao de TNF-a e menores
areas dos adipdécitos dos depositos (visceral e retroperitoneal) com um protocolo de TR que
também foi utilizado em nosso estudo associado a dieta de alto teor de gordura quando
comparado com um grupo submetido a exercicios de natacéo e dieta rica em gordura.

Uma das possiveis explicacdes para os resultados encontrados seria que o TR aumentaria
a estimulacdo via sistema nervoso simpatico, aumentando, dessa maneira, a lipélise nos
acidos graxos para o fornecimento de energia para 0s musculos e outros tecidos ap6s o

exercicio, além de intervir de maneira benéfica na redistribuicéo do tecido adiposo corporal.
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Com o0 aumento da massa corporea ocorre a redistribuicdo do tecido gorduroso e como
consequéncia aumento da adiposidade abdominal apds a menopausa. Este aumento de
adiposidade abdominal esta relacionado com obesidade e outras patologias que predispde 0
desenvolvimento de doencas metabdlicas como resisténcia a insulina, diabetes melito,
doencas cardiovasculares, entre outras (BINFA et al., 2001; CARVALHEIRA et al., 2006).

Segundo Shen e Colaboradores (2014), ratas OV X submetidas a dieta rica em gordura
apresentaram resisténcia a insulina, porém, quando tratadas com terapia hormonal (estradiol)
as mesmas apresentaram melhoras em maracadores relacionados a sensibilidade a insulina,
ocasionando maior atividade da Akt. Assim, a diminuicdo dos niveis de estrogénio
contribuiu para o desenvolvimento da resisténcia a insulina.

Entretanto, segundo dados do presente estudo, ndo observamos mudancas significativas
nas concentragdes de glicose e insulina no soro das ratas OVX.

Babaei et al (2010), demostraram néo haver alteragdes na glicose e insulina de ratas OVX
quando comparadas ao grupo SHAM, sendo estes dados condizentes com 0s do nosso
estudo. Adicionalmente a estes achados, Toth et al (2000), demonstraram que mulheres na
pOs-menopausa apresentam maior acimulo de gordura corporal sem apresentar diferencas
em marcadores de sensibilidade a insulina.

A sensibilidade a insulina depende da transcrigdo de varios genes relacionados com a via
de sinalizacdo de insulina em diversos tecidos alvos e da interagdo desses tecidos em
respostas aos diferentes fatores ambientais como por exemplo mutagdes que alteram essa
sensibilidade a insulina bem como tecido estudado, linhagem do rato e método utilizado para
analisar a resisténcia a insulina (DOMINICI, TURYN, 2002).

Além disso, este estudo demonstrou que a reposicdo estradiol (RE) ndo atenuou o
aumento da area dos adipdcitos nos depositos mesentéerico e retroperitoneal dos animais
OVX. Adicionalmente, 0 aumento na area dos adipécitos destes depdsitos ja citados a cima
foi encontrado nestes animais tratados com RE.

Uma das possiveis explicagdes para estes resultados seria que a reimplantacdo da capsula
com estradiol teria causado um forte estimulo e consequentemente ativacdo de fatores
anabdlicos, os quais poderiam justificar a hipertrofia dessas células nos animais OVX

tratados com RE e discordancia com a literatura.
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6. CONCLUSAO

Em Concluséo, a ovariectomia aumentou a massa corporal, ingestdo alimentar, depdsitos
de gordura e area dos adipdcitos mesentéricos e retroperitoneais, entretanto, nao alterou a
carga de carregamento, glicemia e insulinemia.

Ja as ratas OV X submetidas a 12 semanas de TR apresentaram menor massa corporal e
area de adipdcitos viscerais nos depdsitos mesentérico e retroperitoneal.

Além disso, mostramos que a reposi¢do com estradiol utilizada em nosso estudo,
promoveu alteracfes do tamanho do adipocito que precisam ser melhores elucidadas.
Adicionalmente, estudos futuros terdo como objetivo investigar se a OVX levaria a
inflamacdo do TA visceral desses animais e se a RE e o TR melhorariam a inflamagéo do
mesmao.

7. FUTURAS INVESTIGACOES

Quantificacdo de citocinas anti-inflamatdrias (Adiponectina) e citocinas pro-

inflamatdrias (TNF-a, IL6) por ensaio multiplex/Luminex.
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