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RESUMO

A ovariectomia em animais (remocdo cirdrgica dos ovarios) € um modelo de estudo utilizado
para mimetizar a menopausa em mulheres. A deficiéncia dos horménios ovarianos altera o
perfil lipidico, aumenta a inflamagdo e o risco de diabetes tipo 2, sarcopenia, osteopenia,
obesidade e doencas cardiovasculares. O treinamento resistido (TR) tem sido empregado
como ferramenta ndo farmacoldgica na tentativa prevenir ou reverter os efeitos da pos-
menopausa. No entanto, sdo escassos 0s estudos sobre os efeitos da Ovx e TR na morfologia e
angiogénese do tecido adiposo visceral (TAV). Diante disto, 0 objetivo desta pesquisa foi
verificar a influéncia da Ovx e do TR no tamanho e no numero dos adipdcitos, expressdo
génica e concentracdo proteica de VEGF-A e densidade microvascular do TAV de ratas.
Ratas Sprague-Dawley adultas foram dividas em quatro grupos experimentais (n=6 por
grupo): Sham operado sendentario (Sham-Sed); Ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed);
Sham operado treinamento resistido (Sham-Tr) e Ovariectomizado treinamento resistido
(Ovx-Tr). Durante o periodo de treinamento resistido, os animais escalaram uma escada
vertical de 1,1 m com pesos atados em suas caudas, que foram aumentados progressivamente;
as sessoes foram realizadas trés vezes na semana, com 4-9 escaladas por sesséo de treino e 8-
12 movimentos por escalada com intervalos de 2 minutos entre as escaladas. A morfologia e
densidade vascular foram avaliadas por meio de analises histologicas, a expressao génica e
proteica do VEGF-A foram analisadas por PCR em tempo real e ELISA, respectivamente. A
ovariectomia aumentou a massa corporal e provocou hipertrofia dos adipécitos, diminui¢do da
expressdo de VEGF-A e seu receptor, diminui¢do da concentracdo de VEGF-A e reducéo da
densidade microvascular no TAV das ratas. O treinamento resistido ndo foi eficiente em
prevenir nenhuma destas alteragdes. Sugere-se futuros estudos realizando adaptagcfes neste
programa de treinamento resistido, associadas ou ndo a dieta hipocalorica e ao tratamento

com o estradiol.

Palavras chave: ovariectomia, treinamento resistido, tecido adiposo visceral, VEGF-A,

angiogénese.
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ABSTRACT

Ovariectomy in animals (surgical removal of ovaries) is a model used to mimic the
menopause in women. The ovarian hormone deficiency alters the lipid profile, increases
inflammation and the risk of type 2 diabetes mellitus, sarcopenia, osteopenia, obesity and
cardiovascular diseases. Resistance training (RT) has been used as a non-pharmacological
tool to prevent or reverse the postmenopausal effects. However, there are few studies
evaluating the ovariectomy (Ovx) and RT effects on the morphology and angiogenesis of
visceral adipose tissue (VAT). Thus, the aim of this study was to investigate the Ovx and RT
influence at the size and adipocytes number, gene expression and VEGF-A protein levels and
microvessel density in VAT of rats. Adult Sprague-Dawley rats were divided into four groups
(n=6 per group): Sham-operated sedentary (Sham-Sed), ovariectomized sedentary (Sed-Ovx),
Sham-operated resistance training (Sham-Tr) and ovariectomized resistance training (Ovx-
Tr). During the resistance training period, the animals climbed a 1.1m vertical ladder with
weights attached to their tails, which were progressively increased; the sessions were
performed three times a week, with 4-9 climbs and 8-12 dynamic movements per climb with
intervals of 2 minutes between climbs. Histological analysis was performed to analyze
vascular micro density and morphology of VAT; gene expression and VEGF-A protein levels
were analyzed by real-time PCR and ELISA, respectively. Ovx resulted in higher body
weight, adipocyte hypertrophy, decreased both VEGF-A mRNA and protein and VEGF-R2
MRNA expression, and decreased the micro vascular density in the VAT of sedentary rats.
However, RT was not able to prevent any changes induced by ovariectomy. The data
indicated that Ovx impaired the morphology and angiogenesis of rats VAT and that RT
protocol adopted did not prevent these changes. We suggest future studies performing
adaptations in this resistance training program, associated or not to hypocaloric diet and

treatment with estradiol.

Keywords: ovariectomy, resistance training, visceral adipose tissue, VEGF-A and

angiogenesis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estrogénio

O estrogénio é o principal horménio sexual feminino e faz parte de um grupo de
horménios esteroides, produzidos principalmente nos ovarios, corpo luteo e placenta, e em
menor quantidade, em 6rgdos nao-gonadais que incluem o figado, coracdo, adrenais, pele e
cérebro (GAO; DAHLMAN-WRIGHT, 2011; CUI; SHEN; LI, 2013). Os estrogénios
fisiolégicos no organismo sao trés: estrona (E1), 17p-estradiol (estradiol, E2) e estriol (E3),
sendo o E2, o principal estrogénio bioativo, dentro da maioria das condicdes fisioldgicas
(SCHARFMAN; MACLUSKY, 2008).

O estrogénio desempenha importantes fungdes, regulando o crescimento e
diferenciacio em quase todas as células e tecidos (Figural) (BJORNSTROM; SJIOBERG,

2005).

Cérebro
Hipotalamo
Pituitaria

Imune
Timo
Cardiovascular

Glandula
Mamaria
Figado

Tecido adiposo

Sist. Reprodutivo
Fémea
Macho

Osso

Macho

Current Opnicn n Phasmacoiogy

Fémea

Figura 1. Principais locais de a¢do do estrogénio. Adaptado de Mueller e Korach (2001).
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Os estrogénios, primariamente regulam o desenvolvimento e funcdo do sistema
reprodutor feminino e glandulas mamarias, no entanto, exercem diversas outras funcoes
fisioldgicas, que incluem a estimulacdo da formacéo dssea e o desenvolvimento da densidade
mineral 0ssea; inibicdo do envelhecimento da pele e favorecimento no seu processo de
cicatrizacdo; efeito anti-apoptotico no mauasculo; regulacdo dos niveis de HDL e LDL,
regulacdo da homeostase da vasculatura e efeitos protetores contra o desenvolvimento da
obesidade, sindrome metabdlica e doengas cardiovasculares (MUELLER; KORACH, 2001;
WEND; WEND; KRUM, 2012).

Diante disso, a ovariectomia em ratas (remocdao cirdrgica dos ovarios) tem sido um
modelo bastante utilizado em diversos estudos para mimetizar a menopausa em mulheres e
elucidar os efeitos da deficiéncia dos hormdnios ovarianos nas suas fungdes bioldgicas e
fisiolégicas nos diversos 6rgdos e tecidos (ROGERS et al., 2009; LEITE et al.,, 2009;
BABAEI et al., 2010; XU et al., 2012).

A menopausa é caracterizada pela cessacdo permanente da menstruacdo, que ocorre
naturalmente ou é induzida por medicamentos, cirurgia, quimioterapia ou radiacdo. A
menopausa natural é reconhecida depois de doze meses consecutivos sem a menstruagdo, ndo
associada a causas fisiolégicas (lactacdo) ou patologicas (CONFERENCE, 2005), podendo
ocorrer na maioria das mulheres entre 48 e 55 anos de idade (WYLIE-ROSETT, 2005). As
maiores alteracfes hormonais que ocorrem nesse periodo, sdo o declinio gradativo dos niveis
de estradiol, com concomitante aumento nos niveis dos horménios folicular estimulante e
luteinizante (BECHLIOULIS et al., 2009).

No entanto, o declinio nos niveis dos horménios ovarianos torna-se responsavel por
importantes alteraces fisioldgicas, incluindo o aumento da massa corporal de gordura,
alteracbes no perfil lipidico, aumento nos marcadores inflamatorios, risco de doengas

cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, sarcopenia, osteopenia e obesidade (PAQUETTE et
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al., 2008; LEITE et al., 2009; MALTAIS; DESROCHES; DIONNE, 2009; LEITE et. al.,
2010).

Diante disto, nota-se o importante papel fisioldégico protetor deste hormonio, que
exerce seus efeitos via interacdo com seus receptores (GAO; DAHLMAN-WRIGHT, 2011).
Atualmente, sdo conhecidos quatro distintos receptores de estrogénio (ERs): os principais, 0s
receptores nucleares de estrogénio alfa (ERa) e beta (ERpB), que s@o fatores de transcri¢ao
ativados por ligante; o receptor de membrana GPER (ou GPER30), que estd acoplado a
proteina G, e o receptor ER-X (MILLER; DUCKLES, 2008; CUI; SHEN; LI, 2013).

Os ERs se colocalizam em diferentes tipos de células, sendo que cada receptor exibe
um padrao distinto de distribuicdo tecido-especifico através do corpo, como demonstrado na

Tabela 1.

Tabela 1. Distribuic&o tecido-especifica dos receptores de estrogénio (ERS).

SUBTIPOS
DE ERs

DISTRIBUICAO NOS TECIDOS

Utero, células intersticiais do ovario, mama, rins, tecido dsseo, figado,
ERao tecido adiposo branco, algumas regides do cérebro (amidala, area pré-
Optica, etc).

Células granulosas do ovario, colon, epitélio prdstata, endotélio
vascular, medula 6ssea, pulmdes, trato gastrointestinal, bexiga, células

ER o - : . ;
p hematopoiéticas e algumas regides do cerebro (amidala, ntcleo da rafe,
substancia negra, etc)
GPR30 Medula adrenal, pélvis renal, ovario e algumas regides do cérebro

(cerebelo, hipocampus, hipotalamo, area pré-optica, etc).

Enriquecido no Gtero e pulmédo de roedores pés-natal, sendo quase
ER-X indetectdvel em adultos; enriquecido no cérebro fetal de babuino e
neocortex de roedores pds-natal.

Adaptado de Faulds et al., (2012); Cui, Shen e Li (2013).
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No entanto, os efeitos bioldgicos do estrogénio principalmente através de seus
receptores englobam diversas vias de sinalizacdo (Figura 2), que resultam em respostas
tecido-especificas (ZHAO; DAHLMAN-WRIGHT; GUSTAFSSON, 2010). A maior parte
das vias de sinalizacdo mediadas pelo estrogénio € dependente do receptor de estrogénio (ER-
dependente), no entanto, existem mecanismos independentes deste receptor (ER-
independente). Sdo dois os mecanismos ER-dependentes, classificados como “genémicos” e
“ndo-gendmicos”, que podem iniciar sua via de sinalizagdo tanto no nicleo quanto na
membrana plasmatica. Por outro lado, as vias ER-independentes iniciam sua sinalizagéo,
independente de ERs, através de regulacdo por parte de atividades enzimaticas ou interacdes
com receptores nucleares que nao sdo hormonios esteroides sexuais (Figura 2) (CUI; SHEN;
LI, 2013).

Os eventos biologicos mediados pelos ERs nucleares ocorrem lentamente, ao longo de
horas ou até dias, enquanto as cascatas de sinalizacdo intracelular disparadas pelos ERs de
membrana celular, respondem muito mais rapido, mesmo dentro de segundos (CUI; SHEN;

LI, 2013).
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Figura 2. llustracdo esquematica das vias de sinalizacdo mediada por E2 e ERs. Sdo quatro as
vias de sinalizacdo. Via 1: O estrogénio inicia a sinalizacdo nuclear mediada através dos RES
classicos, que conduzem a mudancas na transcricdo de genes responsivos ao estrogénio, com
ou sem EREs (elementos de resposta ao estrogénio, localizados na regido promotora do
DNA). Via 2: A sinalizagdo do estrogénio iniciada na membrana promove diversos efeitos
citoplasmaticos, que incluem a regulacdo de canais idnicos de membrana, regulacdo nos
sistemas de segundo mensageiros, modificacdo de fatores de transcricdo ou outros receptores
de membrana. Via 3: O estrogénio também pode exercer efeitos antioxidantes e supressao do

estresse oxidativo de maneira ER-independente. Via 4: Ac¢Oes gendmicas independentes

de

ligante, ou seja, em condicBes fisioldgicas normais 0os ERs podem ser ativados de maneira
independente do ligante. Desta forma, fatores de crescimento (exemplo, EGF e IGF) e
neurotransmissores (exemplo, Dopamina), disparam cascatas proteina-quinases, levando a

fosforilagéo (P) e ativacdo de ERs nucleares em EREs. Fonte: Cui, Shen e Li (2013).

1.2 Estrogénio e angiogénese

O endotélio vascular produz o6xido nitrico (NO), e este por sua vez, exerce papel

essencial na manutencdo da salde vascular e protecdo contra a injuria da vasculatura (KOH,

2002). O estrogénio, através de uma série de eventos celulares, regula a produgdo de NO e,
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portanto, vasodilatacdo dos vasos sanguineos (WEND; WEND; KRUM, 2012). Desta forma,
a deficiéncia desse hormdnio vem sendo associada as funcbes prejudicadas do endotélio
(KOH, 2002).

Esta regulacdo se da atraves da ativacdo de seus ERs (a e B), presentes nas células
vasculares endoteliais (ECs) e células musculares lisas, que sdo parte integrante dos
componentes da parede dos vasos sanguineos (KOH, 2002; SOARES et al., 2004; HERVE et
al., 2006). O estrogénio pode exercer efeitos diretos no seu receptor localizado na membrana
celular, estimulando rapidamente a atividade da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) nas
células endoteliais, via fosforilacdo pela MAP Quinase, e, consequentemente aumentando a
biodisponibilidade de NO dentro de poucos minutos (efeito ndo gendmico ERa-dependente)
(CHEN et al., 1999). Além de vasodilatacdo, o estrogénio tem a capacidade de estimular o
aumento na expressao de moléculas de adesdo, induzindo a atividade angiogénica e a
proliferacdo celular (HERVE et al., 2006). Adicionalmente aos efeitos rapidos na vasculatura,
0 estrogénio através do seu receptor genémico, atua promovendo alteracdes na expressao

génica, o que ocorre num periodo de horas ou dias (MENDELSOHN; KARAS, 1999).

No entanto, a ruptura da integridade tanto anatémica quanto funcional do endotélio
(disfuncdo endotelial), tem sido postulada como mecanismo precursor de doengas como a
aterosclerose e doencas cardiovasculares (LOSORDO; ISNER, 2001; CHOW;
HANDELSMAN; NG, 2010).

Morales et al., (1995) em estudo in vitro, por meio da veia umbilical humana e in vivo,
em modelo murino, demonstraram que o estradiol aumenta a atividade de celulas endoteliais,
que sdo essenciais para neovascularizagdo, sugerindo a importante influéncia do estrogénio
sobre a angiogénese. De fato a deficiéncia dos horménios ovarianos tanto em mulheres na
pOs-menopausa quanto em camundongos ovariectomizados, reduz o numero circulante de

células progenitoras endoteliais derivadas da medula 0ssea, e 0 tratamento com estrogénio €
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eficiente em aumentar esses niveis (STREHLOW et al., 2003; BULUT et al., 2007). Desta
forma, um desequilibrio no nimero e funcdes destas células podem conduzir a inflamacéo e
aterosclerose (GOLDSCHMIDT-CLERMONT, 2003).

A angiogénese ou neovascularizacdo é a formacdo de novos vasos sanguineos
maduros, a partir de vasos pré-existentes (FOLKMAN; KLAGSBRUN, 1987). Essa
vasculatura pré-existente, consiste principalmente de capilares e vénulas, ao invés de artérias
e veias, pois a parede dos capilares e vasos finos consistem de pericitos, enquanto a parede
dos grandes vasos sdo formados por diversas camadas de musculo liso. Os pericitos sdo
células de origem mesenquimal e sdo capazes de se diferenciar em diferentes tipos de células,
que incluem células musculares lisas, fibroblastos e osteoblastos. No entanto, 0s vasos
consistem de dois principais tipos de células, que sdo as células endoteliais e as células murais
(pericitos) (HYDER, 2006;. KARAMYSHEVA, 2008).

Desta forma, a angiogénese se inicia através da ativacdo das células endoteliais (ECs)
no interior de um vaso “mae”, seguida da degradacdo da membrana basal, migracao celular
endotelial organizada e direcionada, proliferagcdo endotelial, fusdo de novos brotos e formagéo
do limen (LOSORDO; ISNER, 2001; TANG et al., 2010). Estes eventos, juntamente com 0
recrutamento de pericitos e a deposicdo de uma membrana basal subendotelial, promovem a
maturacdo do vaso e quiescéncia (KARAMYSHEVA, 2008).

No entanto, esse processo € complexo e envolve reciprocidade entre as células,
multiplas moléculas solliveis e componentes da matriz extracelular (MEC) (Figura 3)

(CLAPP et al., 2009).
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Figura 3. Mecanismos celulares da angiogénese. A hipdxia induz a producdo de 6xido nitrico
(NO) e a expressdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-A) e de
angiopoietinas-1 e 2 (Angl e Ang2), os quais interagem com proteases da MEC para
aumentar a permeabilidade da parede do vaso capilar e desestabilizacdo da membrana basal,
permitindo que as ECs migrem e se proliferem para formar novos brotos, auxiliadas pelo
VEGF-A, angiopoietinas, moléculas de orientacdo, fatores de crescimento, citocinas e
degradacdo da MEC. A maturacdo do tubo recém-formado € acompanhado por um aumento
na expressdo de fatores anti-angiogénicos, incluindo o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), S1P1, fator de crescimento transformador beta (TGFf), dentre outros.
Fonte: Clapp et al., (2009).

Durante o desenvolvimento fetal e embrionadrio, a formacdo de novos vasos
sanguineos é essencial (CLAPP et al., 2009). Contudo, no organismo adulto, a angiogénese
fisiologica é altamente restrita, sendo um processo ativado apenas sob condicfes estritamente
definidas (KARAMYSHEVA, 2008; (CLAPP et al., 2009). Condigdes estas que ocorrem em
associacao a processos que incluem a reparacdo de feridas e fraturas, ovarios e endométrio
durante o ciclo menstrual, e o desenvolvimento da placenta e glandulas mamaérias, durante a
gravidez (CLAPP et al., 2009).

Entretanto, uma desordem desses mecanismos que controlam a angiogénese

fisiolégica pode acarretar grande impacto negativo na saude, desencadeando a angiogénese
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patoldgica. A angiogénese patoldgica caracteriza-se por uma proliferacdo exacerbada de vasos
ou regressao/producdo insuficiente ou incorreta dos mesmos. Desta forma, a angiogénese
patoldgica normalmente esta associada a doencas como cancer, artrite, retinopatias,
aterosclerose e obesidade, isquemia cardiaca e cerebral, dentre outros (CLAPP et al., 2009).

Além do estrogénio, uma série de outros fatores regula a angiogénese (TANG et al.,
2010), sendo que a hipdxia, através do fator induzido pela hipéxia - 1 alfa (HIF-1a) €
considerada um dos mais importantes estimulos para dar inicio a este processo, induzindo a
expressao de um fator de crescimento endotelial vascular, o VEGF-A (KARAMYSHEVA,
2008; CLAPP et al., 2009). Outros fatores ou estimulos que também regulam a angiogénese,
incluem o exercicio fisico, 0 6xido nitrico (NO), as integrinas a5p1, avp3 ¢ avp5, o fator de
transformacéo do crescimento alfa (TGFa), o fator de transformacéo do crescimento beta 1
(TGFB1) e seus receptores, o fator de crescimento de fibroblasto acido (aFGF), o fator de
crescimento de fibroblasto basico (bFGF), o fator de crescimento de hepatocito (HGF), o fator
de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-1), o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) e seus receptores, a angiopoetina 1 (Ang-1), o inibidor do ativador do
plasminogénio 1 (PAI-1), angiotensina Il (ANG l1), as prostaglandinas, eritropoietinas, o fator
de necrose tumoral alfa (TNFa), a angiogenina, interleucina 8 (IL-8), dentre outros (PRIOR;
YANG; TERJUNG, 2004; HOEBEN et al., 2004; KARAMYSHEVA, 2008; KAJDANIUK
etal., 2011).

Apesar de nem todos esses fatores serem especificos para ECs, e somente alguns deles
serem capazes de influenciar diretamente essas células em cultura, € bem reconhecido na
literatura que o evento crucial para dar inicio ao processo angiogénico, é a cascata de
sinalizacdo envolvendo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-A)

(KARAMYSHEVA, 2008).
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1.3 VEGF-A e receptores

O VEGF-A ¢ uma glicoproteina homodimérica de 45 kDa, capaz de se ligar a heparina
(FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003), e nos humanos, seu gene, residente no
cromossomo 6p21.3, € organizado como um Unico gene de cerca de 14 kb composto de oito
éxons, separados por sete introns (FERRARA, 1997; WOOLARD et al., 2009). E pertencente
a uma familia formada por pelo menos sete membros, o VEGF-A (também referido como
VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, fator de crescimento da placenta (PIGF) e
VEGFs derivados de veneno de serpente (SHIBUYA, 2008).

O VEGF-A é o fator predominante tanto na vasculogénese, que é a formacdo de vasos
sanguineos a partir de células progenitoras, quanto na angiogénese (SHIBUYA, 2008). Além
disso, o splicing alternativo de determinados éxons resulta na geracdo de isoformas que
diferem no numero total de aminoacidos (CROSS; CLAESSON-WELSH, 2001),
representados como VEGF-Ayps, VEGF-A1gg VEGF-A1g3, VEGF-Ajes, VEGF-A143 VEGF-
Auss e VEGF-Aj,; Destas isoformas, as mais abundantes in vivo, sdo VEGF-A121 VEGF-A 165
e VEGF-A.g (GIACCA, 2010), sendo que a VEGF-As¢5 € 0 subtipo dominante em termos de
quantidade e atividade biolégica (HO; KUO, 2007; SHIBUYA, 2008). As isoformas de
VEGF-A sd@o reguladoras essenciais da angiogénese e da permeabilidade vascular,
desempenhando suas atividades intracelulares por meio da ativacdo de seus receptores, aos
quais se ligam com diferentes especificidades (WOOLARD et al., 2009).

Os receptores de VEGF-A, VEGF-R1 (Flt-1), VEGF-R2 (KDR/Flk-1) e VEGF-R3
(FIt-4) sdo do tipo tirosina-quinase e consistem de sete dominios extracelulares tipo
imunoglobulina, um dominio regulador transmembrana, um dominio tirosina-quinase
intracelular interrompido por um peptideo curto e um dominio quinase de insercao, seguido

de uma sequéncia de diversos residuos de tirosina, envolvidos no recrutamento downstream
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das moléculas de sinalizagdo (CEBE-SUAREZ; ZEHNDER-FJALLMAN; BALLMER-
HOFER, 2006).

A interacdo entre 0 VEGF-A e seus receptores esta representada na figura 4 e se da da
seguinte maneira: 0 VEGF-A e todas as suas isoformas, interagem tanto com o VEGF-R1
qguanto com o VEGF-R2, desempenhando papel central na regulacdo da angiogénese. Ja o
VEGF-B e PIGF interagem seletivamente com VEGF-R1, enquanto que o VEGF-C e VEGF-
D interagem com o0 VEGF-R3 e VEGF-R2, estimulando a linfangiogénese. O VEGF-E se liga
seletivamente ao VEGF-R2. Além disso, os varios outros membros da familia VEGF-A,
exercem seus diversos efeitos interagindo com os co-receptores Neuropilina-1 e -2 (Nrp-1 e -
2) e, pela modulacdo da atividade dos receptores através de suas interagdes com outras
moléculas de superficie celular, incluindo as integrinas e proteoglicanas sulfato de heparina

(HSPGs) (MATSUMOTO; MUGISHIMA, 2006; SHIBUYA, 2008; GIACCA, 2010).

VEGF-E VEGF-C
VEGF-A VEGF-F VEGF-D

VEGF exon 2-5 ———,
VEGF exon 7-8 ——»

Heparin ——» OO0

...............................................

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

~— —
M

Formation of blood vessels Formation of lymphatic vessels

Figura 4. Interacdo entre a familia VEGF-A e receptores. Fonte: Cébe-Suarez, Zehnder-
Fjallman e Ballmer-Hofer (2006).
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O VEGF-R2, por exemplo, uma vez ligado ao VEGF-A, sofre dimerizacdo e
autofosforilacdo tirosina-quinase, que por sua vez, ativa vdrias cascatas de sinalizacdo
intracelular (Figura 5). Tanto a replicacdo de DNA quanto a proliferacdo celular parecem ser
mediadas pelas vias Ras-Raf-MEK-ERK e via das proteinas quinases ativadas por mitdgeno
(MAPK), a sobrevivéncia celular mediada via ativacdo da PI3-quinase e Akt/PKB e a
migracdo celular pela ativacdo da FAK e Paxillina, PI3quinase/Akt ou MAPK (HOEBEN et
al., 2004; HO; KUO, 2007).

Desta maneira, ressalta-se que a sinalizacdo do VEGF-A através do receptor VEGF-
R2 é a principal via na ativacdo da angiogénese, induzindo a proliferacdo, sobrevivéncia,
germinacdo e migracdo de ECs pelo aumento da permeabilidade endotelial (Figura 5)

(LOHELA et al., 2009).
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Figura 5. llustracdo esquematica da sinalizacdo intracelular do VEGF-R2. A junc¢édo do
ligante (VEGF-A) ao dominio extracelular induz a dimerizacdo do receptor e autofosforilagdo
dos residuos tirosina intracelulares especificos. Fonte: Cross et al., (2003).
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Diversos fatores sdo conhecidos por regular a expressdo génica do VEGF-A durante a
angiogénese, incluindo o estrogénio, a hipoxia via HIF-1a, vias do fator nuclear kappa B (NF-
kB) (SHIBUYA, 2008), mediadores inflamatorios (IL-1a, IL-1f, IL-6, TNFa), forcas
mecanicas como shear stress (0 movimento do fluxo sanguineo que fricciona as ECs na
parede do vaso) e shear stretch/mechanical stretch (atrito fisico da vasculatura causado pela
deformacéo das células durante movimentos de contraces, como no caso do exercicio fisico)

dentre outros (PRIOR; YANG; TERJUNG, 2004; HO; KUO, 2007).

1.4 Tecido adiposo e angiogénese

Existem principalmente dois tipos de tecido adiposo (TA) em mamiferos: o tecido
adiposo branco (TAB) e o tecido adiposo marrom (TAM) (FONSECA-ALANIZ et al., 2007).
O TAB tem a habilidade de estocar e liberar energia na forma de lipideos, além de secretar
horménios e diversas citocinas que influenciam no comportamento instintual e vias
metabolicas. O TAM possui uma rede vascular de capilares mais densa e um maior nimero de
fibras simpaticas noradrenérgicas em comparacdo ao TAB (SMORLESI et al., 2012).

Além disso, 0 TAM possui um nimero maior de mitocéndrias, sendo responsavel pela
termogénese, 0 que garante a manutencdo da temperatura corporal quando mamiferos sdo
expostos a temperaturas abaixo da termoneutralidade (28-30-C). Para produzir calor, 0s
adipdcitos marrons sdo ativados pelos nervos simpaticos, que agem nos adrenoceptores beta3
(beta3AR), ocorrendo a “queima’’ de &cidos graxos na membrana interna da mitocondria
durante a fosforilagdo oxidativa para sintese de ATP, onde uma proteina mitocondrial
especializada, a proteina desacopladora 1 (UCP1) causa uma “fuga” de protons que resulta em
dissipacédo de energia quimica em forma de calor (SMORLESI et al., 2012; SPIEGELMAN,

2013).
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Além do TAB e TAM, atualmente ja é reconhecido que alguns depositos de gordura
apresentam tanto adipdcitos brancos quanto marrons. A partir de entdo, caracterizou-se um
terceiro tipo de tecido adiposo, o adipécito “bege” ou paucilocular (também referido por
outros autores como “beige” ou “brite”, em inglés). Este tecido é multilocular, assim como o
TAM, podendo também ser positivo para UCP1 (CINTI, 2012), sendo que sua
imunomarcacao € menos intensa do que a dos adipdcitos marrons, sugerindo que o adipécito
paucilocular tem uma capacidade termogénica menor que 0 TAM (SMORLESI et al., 2012).

Interessantemente, Smorlesi et al., (2012) propuseram a teoria da transdiferenciacéo:
em condicdes fisioldgicas especificas (ex. eposicdo cronica ao frio), os adipdcitos brancos
podem ser transformar em adipGcitos marrons para suprir as necessidades termogénicas. De
maneira inversa, os adipdcitos marrons podem se transformar em adipécitos brancos quando o
balanco energético € positivo e o 6rgdo adiposo requer capacidade de estocagem aumentada.
Esse fenomeno tem sido referido como “browning” (Figura 6) e estd em grande debate
atualmente, uma vez que recentemente foi descoberto que tanto os adipécitos brancos quanto
marrons derivam de células endoteliais vasculares do érgdo adiposo, o que d& ainda mais
suporte a esta teoria. Além disso, essa teoria poderia explicar por que dois diferentes tipos de

celulas estdo distribuidos juntos, no mesmo érgdo (CINTI, 2012).
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Figura 6. Dinamismo entre as células adiposas. Evidéncias sugerem que a transdiferenciacdo
pode promover mudancas na composicao do érgdo adiposo, que sdo observadas em resposta a
exposicdo ao frio e exercicio cronico, excesso de calorias e gravidez/lactacdo. O
desenvolvimento de novo de adipocitos também é estimulado por estas diferentes condicdes.
Adaptado de Cinti et al., (2012).

No entanto, entre os mamiferos, o0 TAB € o tipo de gordura predominante (AHIMA,
2006). O TAB possui um bem definido sistema vascular, sendo que cada adipécito esta
rodeado por um ou mais capilares. Além de adipécitos maduros, 0 TAB é composto por
matriz de tecido conectivo frouxo, nervos e uma fracdo de células vasculares estromais,
contendo pré-adipécitos, ECs, macréfagos, fibroblastos, pericitos, células tronco
mesenquimais, dentre outros (Figura 7) (CHRISTIAENS; LIJNEN, 2010; WRONSKA,;

KMIEC, 2012).
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Figura 7. Estrutura e distribuicdo do tecido adiposo branco no corpo humano. (a) Tipos de
células presentes no TAB. (b) Estrutura de um adipdcito unilocular (branco). (c¢) Localizacao
dos maiores depositos de TAB no corpo humano. ER, reticulo endoplasmatico. Fonte:
Wronksa e Kmiec (2012).

Em meados da década de 80, o TA foi identificado como um dos principais locais para
0 metabolismo dos esteroides sexuais (KERSHAW; FLIER, 2004), sendo os REa ¢ REP,
também expressos nesse tecido, tanto em humanos quanto roedores (WEND; WEND;
KRUM, 2012). Isto por que, os esteroides sexuais regulam o desenvolvimento e as funcées do
tecido adiposo. De fato, D’eon et al., (2005) demonstraram que o tratamento com EZ2,
promove reducdo da lipogénese nos adipdcitos de camundongos ovariectomizados. Desta
forma, quando niveis circulantes de estrogénio encontram-se acima da faixa fisioldgica, o
metabolismo do tecido adiposo é alterado, resultando em redugdo da taxa lipogénica e do
tamanho do adipécito (FAULDS et al., 2012). Adicionalmente, estudos em humanos e

roedores relacionam o estrogénio a regulacdo da homeostase da glicose, visto que mulheres na
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pré-menopausa sdo mais sensiveis a insulina e possuem maior tolerancia a glicose, além de
exibir maior expressdo de GLUT4 em comparacdo a mulheres na menopausa (FAULDS et
al., 2012).

Atualmente, o TA é extremamente conhecido e estudado como um érgédo endocrino
ativo, visto que o mesmo expressa e secreta mais de 600 fatores bioativos. Dentre estes, as
adipocinas (leptina, adiponectina, visfatina, resistina, 1L-6, TNF-a dentre outros), que agem
tanto de forma autdcrina ou paracrina como de forma enddcrina (KERSHAW; FLIER, 2004;
BLUHER, 2013). Ja foram identificadas mais de cem tipos de adipocinas, sendo a leptina e
adiponectina sdo as mais conhecidas e estudadas (TRAYHURN, 2013).

A leptina € um dos hormo6nios chave na modulacdo central do metabolismo,
regulando a ingestdo alimentar e a homeostase energética, além de ser definida como potente
fator angiogénico. A leptina € secretada do tecido adiposo em proporcdo direta a quantidade
de gordura, sendo que a ovariectomia, reduz sua sensibilidade em comparacdo a fémeas
intactas, um efeito que pode ser reestabelecido pelo tratamento com E2 (CAO, 2007;
FAULDS et al., 2012).

A adiponectina ¢ uma abundante proteina circulante no plasma, secretada por
adipécitos maduros, medeia diversos beneficios na vasculatura e atua regulando o
metabolismo da glicose, melhorando a sensibilidade a insulina. Desta forma, os niveis de
adiponectina correlacionam-se negativamente com o percentual de gordura corporal,
distribuicdo central de gordura, insulina plasmatica em jejum. Adicionalmente, a adiponectina
parece contribuir para a angiogénese, exercendo efeitos protetores na funcao vascular, através
de modulacdo nas células endoteliais e células musculares lisas, regulacdo da eNOS, fatores
de crescimento e citocinas anti-inflamatorias (GOLDSTEIN; SCALIA, 2004; CAO, 2007;

CHRISTIAENS; LIJNEN, 2010).
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Sendo assim, as adipocinas desempenham importante papel na regulacdo do controle
da saciedade, distribuicdo de gordura corporal, sensibilidade e secrecdo da insulina, gasto
energético, inflamacéo, pressao arterial e funcdo endotelial do tecido adiposo (KERSHAW;
FLIER, 2004; BLUHER, 2013). No entanto, alteragBes em sua secre¢do podem representar
uma conexao entre disfuncdo do tecido adiposo e desordens metabolicas e cardiovasculares,
relacionadas a obesidade (BLUHER, 2013).

O TA possui uma plasticidade unica, devido a sua rapida e dindmica habilidade de se
expandir ou de se reduzir (SUN et al., 2012). Sabendo-se que este tecido possui relativamente
uma densa rede de capilares sanguineos, a expansao dos estoques de gordura, especialmente
guando envolve a diferenciacdo de novos adipdcitos, requer o continuo remodelamento dessa
rede de vasos. Esse remodelamento garante o suprimento do TA com nutrientes e oxigénio,
além de garantir o transporte de acidos graxos e de adipocinas (HAJER; VAN HAEFTEN;
VISSEREN, 2008). Para tal, a vasculatura se ajusta, através da ativacdo do processo
angiogénico no caso de hiperplasia e, dilatacdo e remodelamento de capilares existentes para
hipertrofia do adipécito (LIJNEN, 2008). Diante disso, nota-se que a adipogénese esta
intimamente associada a angiogénese (HAJER; VAN HAEFTEN; VISSEREN, 2008).

Existem diversos mecanismos pelos quais 0s vasos angiogénicos contribuem para

manutencdo e desenvolvimento do tecido adiposo, como demonstrado na figura 8.
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Figura 8. Func¢bes da vasculatura no tecido adiposo. O crescimento de vasos sanguineos no
TA fornece oxigénio, nutrientes, fatores de crescimento (GF), hormonios, células
inflamatdrias (ICs) e ceélulas lisas mesenquimais da medula 6ssea (BM-MSCs) para
manutencdo das funcGes homeostaticas dos adipdcitos e expansao do TA. Fonte: Cao (2010).

Tanto a hiperplasia quanto a hipertrofia dos adipocitos podem contribuir para a
expansdo do TA (LIJNEN, 2008). Todavia, ha uma importante distingdo entre uma expansdo
saudavel e uma expansdo patolégica do mesmo, como na obesidade crénica, por exemplo. A
expansdo saudavel é o alargamento da massa de gordura, por meio do recrutamento de células
precursoras de adipdcitos que se diferenciam em pequenos adipdcitos, juntamente com o
recrutamento de outros tipos de células estromais, dentro de uma taxa apropriada, com
subsequente vasculariza¢do, minima inducdo da MEC e minima inflamacao. Por outro lado, a
expansdo patologica do TA, é o rapido crescimento da massa de gordura por meio do
alargamento de células de gordura existentes, com um alto grau de infiltragdo principalmente

de macrofagos M1 (o que conduz a inflamagdo), limitado desenvolvimento de vasos
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sanguineos e fibrose massiva (proveniente da hipoxia), como demonstrado na figura 9 (SUN;

KUSMINSKI; SCHERER, 2011)
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Figura 9. (A) Expansdo saudavel do TA (B) Expansdo patolégica do TA. Fonte: Sun,
Kusminski e Scherer (2011).

A expressdo de genes envolvidos na angiogénese parece ser upregulated durante o
ganho de peso em animais enquanto a inibicdo da angiogénese reduz a deposi¢do de gordura
em varios modelos de obesidade em camundongos (FRAYN et al., 2003). Por outro lado,
alguns estudos postulam que a angiogénese € deficiente no TA de camundongos obesos, 0 que
propicia uma reducéo na densidade capilar, culminando na reducdo do fluxo sanguineo no TA
(YE, 2011). Ainda neste contexto, Pasarica et al., (2009) em estudo com sujeitos obesos ou
com sobrepeso, e com reduzida oxigenacdo tecidual, encontraram diminuicdo na densidade
capilar e reducdo na expressdo de VEGF-A no tecido adiposo subcutdneo desses sujeitos.

Desta forma, nota-se que ainda é controverso o efetivo papel da angiogénese na obesidade, no
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entanto, parece que o desenvolvimento do suprimento vascular € uma etapa limitante na
expansdo do TA (YE, 2011).

O VEGF-A vem demonstrando papel importante no controle do metabolismo e
funcbes do TA (ELIAS; FRANCKHAUSER; BOSCH, 2013). Entre todos os tecidos adiposos
examinados do corpo, o visceral € 0 que expressa 0s mais altos niveis de VEGF-A, sendo que
este possui papel central no crescimento e desenvolvimento do TA (CAO, 2007). A maior
parte de sua expressdo e secrecdo nesse tecido é atribuida aos adipocito em ratos e
camundongos (HAUSMAN; RICHARDSON, 2004).

Diante disso, a angiogénese no TA parece ser regulada por fatores de crescimento
produzidos pelo préprio tecido (FRAYN et al., 2003). O crescimento dos adipécitos produz
outros fatores angiogénicos além do VEGF-A, incluindo a leptina, o FGF-2, HGF, IGF, TNF-
a e P, resistina, neuropeptido y (NPY) dentre outros. Em adicional, a propria leptina regula a
expressao do RNAm de VEGF-A pela ativacdo da via de sinalizacdo Jak/Stat3, além de
induzir a atividade das metaloproteinases MMP-2 e MMP9, o que indiretamente facilita a
angiogénese (CAO, 2007).

A hipoxia, proveniente da reducéo do fluxo sanguineo, € um dos maiores estimulos
para expressdo do VEGF-A (FERRARA, 1999; SHIBUYA, 2008), através de sua ativacdo
pelo HIF-1o (FORSYTHE et al., 1996), o principal mediador de sinalizacdo da hipoxia (YE,
2011). A expressdo de HIF-1o mostrou-se aumentada no TA de pacientes obesos, sendo que
sua expressao foi reduzida depois de perda de peso induzida por cirurgia (YE, 2011). No
entanto, Ye et al., (2007) demonstraram que a hipoxia ndo aumenta a expressao de VEGF-A
em camundongos ob/ob e Pang et al., (2008), demonstraram que a densidade capilar esta
reduzida em camundongos obesos.

Além disso, e neste contexto, Furukawa et al., (2004) demonstraram que espécies

reativas de oxigénio (EROs) estdo aumentadas no TA de camundongos obesos, acompanhada
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por um aumento na expressdao de nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato oxidase
(NADPH oxidase) e diminuicdo de enzimas oxidantes. Adicionalmente, a ovariectomia, por
exemplo, além de promover o massa da corporal e depositos de gordura, promove 0 aumento
nos biomarcadores de estresse oxidativo no figado de ratas, ao passo que diminui as
moléculas antioxidantes (RODRIGUES et al., 2013).

Desta forma, a expansdo patologica do TA pode levar a uma série de efeitos negativos
com a hipoxia crénica, tais como a inducdo da infiltracdo de macrofagos, lipolise nos
adipdcitos, inducdo ao estresse de reticulo endoplasmatico e estresse oxidativo, inibi¢do da
funcdo mitocondrial, inibicdo da expressao de adiponectina nos adipdcitos, dentre outros (YE,
2011).

Diante deste quadro, o aumento descompensado da massa do TAB é associado a
profundas mudancas histoldgicas e biomecanicas, caracteristicas da inflamacao e disfuncéo
endotelial (AHIMA, 2006). A distribuicdo e acumulacdo central do tecido adiposo,
principalmente no compartimento visceral, o0 concomitante estado dislipidémico de resisténcia
a insulina e a reducdo do gasto energético, tem sido apontados como importantes
componentes para o desencadeamento de anormalidades metabdlicas, associadas a doengas
cardiacas, obesidade, hipertensdo, aterosclerose, hipercolesterolemia, diabetes tipo 2, acidente
vascular cerebral, esteatose hepética, desordens endometriais e cancer (TCHERNOF;
POEHLMAN; DESPRES, 2000; KERSHAW; FLIER, 2004; POEHLMAN, 2005; CAO,
2007).

Em suma, diante de todas as desordens provenientes das disfungdes do TA, ainda sédo
escassos 0s estudos sobre os mecanismos e o0s fatores de regulacdo da angiogénese e
expressao do VEGF-A no tecido adiposo. Portanto, & de grande interesse conhecer os efeitos
provenientes da ovariectomia na vasculatura desse tecido e o papel do treinamento fisico

perante essas alteragdes.
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1.5 Exercicio fisico e angiogénese

Diante de tantas evidéncias demonstrando os efeitos deletérios da deficiéncia de
estrogénio, cada vez mais aumentam os estudos que buscam ferramentas para a prevencéao e
tratamento desses efeitos. Nesse contexto, ao longo dos anos, a terapia de reposi¢cdo hormonal
(TRH) foi preconizada e também utilizada como sendo uma importante ferramenta para
diminuir a severidade e a frequéncia dos sintomas e efeitos negativos da menopausa (SUDOH
et al.,, 2001; CHRISTODOULAKOS et al., 2004; BECHLIOULIS et al., 2009). Por outro
lado, ainda existem conflitos na literatura sobre o uso da TRH, visto que a mesma tem sido
associada ao risco aumentado de desenvolvimento de tumores, como cancer de ovario, do
endomeétrio e cancer de mama (COLDITZ et al., 1995; RODRIGUEZ et al., 2001).

O exercicio fisico, por sua vez, tém se destacado pelo seu papel fundamental
principalmente na diminuicdo de incidéncia de eventos cardiovasculares. Isto por que, 0
treinamento fisico é capaz de promover a melhora da funcdo vascular em pacientes com
doenca arterial coronaria, melhora da disposi¢do fisica, diminuicdo da massa corporal e
pressao arterial, melhora da sensibilidade a insulina e de diversas varidveis inflamatdrias
(LAUFS et al., 2004).

Avila et al., (2010) demonstraram que a combinagdo de um programa de treinamento
resistido (TR) moderado, por exemplo, juntamente com a perda de peso estimulada por dieta é
capaz de diminuir a massa corporal, reduzir o tecido adiposo intermuscular e atenuar a
reducdo da massa magra em individuos idosos obesos e com sobrepeso. Neste contexto,
Teixeira et al., (2003) demonstrou que o TR promove aumento na massa muscular e aumento
do gasto energético total, oxidacao lipidica e induz a diminuicdo da gordura abdominal total

de mulheres na pds-menopausa.
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O exercicio de resisténcia progressivo ou condicionamento de forca é geralmente
definido como o exercicio em que a resisténcia contra a qual um mausculo gera forca é
progressivamente aumentada ao longo dos treinos, envolvendo poucas contracdes contra uma
carga elevada (EVANS, 2004).

Segundo Kramer et. al., (2002):

A progressdo da sobrecarga € o aumento gradual do estresse
aplicado sobre o corpo durante o exercicio. Esse aumento
sistematizado é extremamente necessario para propiciar melhora do
desempenho e 0 mesmo pode ser realizado atraves da alteracdo de
uma ou mais das seguintes variaveis:

1. A intensidade do exercicio (ex. resisténcia relativa ou absoluta/ a carga
de um determinado exercicio/movimento pode ser aumentada);

2. O total de repeticOes realizadas na intensidade atual de treino pode ser
aumentada;

3. A velocidade das repeti¢des/o tempo com cargas submaximas podem ser
alteradas de acordo com os objetivos do treinamento;

4. Os periodos de descanso podem ser encurtados para melhorias na
resisténcia ou aumentados para melhorias na forca e poténcia;

5. O volume de treino (o trabalho total representado como o nimero total de

repeticOes realizadas) pode ser aumentado gradualmente.

Além disso, Kraemer et al., (2002) também destacam que todas as adaptacdes ao
treinamento sdo especificas ao estimulo aplicado e determinadas por varios fatores, que
incluem a) acbes dos musculos envolvidos, b) velocidade do movimento, ¢) amplitude do
movimento, d) grupos musculares treinados, e) sistemas energéticos envolvidos e f)

intensidade e volume de treinamento. O corpo humano se adapta rapidamente ao programa de
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TR, por isso pelo menos algumas dessas alteracGes sdo necessarias a fim de garantir a
continua progressdo no desempenho.

Uma série de estudos utilizando o protocolo de treinamento resistido em escada
mostrou em ratas Ovx, ser eficiente na diminuicdo da ingestdo alimentar, massa corporal
(DOMINGOS et al., 2012; STOTZER, 2013), percentual de gordura e melhora no perfil
lipidico (LEITE et al., 2009). Além disso, o TR foi eficiente em prevenir a esteatose hepética
através de alteracdo na expressao génica de moléculas relacionadas ao metabolismo lipidico
hepatico (DOMINGOS et al., 2012) e diminuir a expressdo de genes lipogénicos,
inflamatdrios, macrdfagos e citocinas pro inflamatérias no tecido adiposo visceral de ratas
Ovx (STOTZER, 2013). Por outro lado, este protocolo de TR ndo preveniu o aumento de
biomarcadores de estresse oxidativo no figado de ratas Ovx (RODRIGUES et al., 2013).

O tipos de treinamento fisico no geral, estdo associados a niveis reduzidos de estresse
oxidativo vascular, pelo menos em parte, via atividade aumentada da eNOS e da superoxido
dismutase (SOD) extracelular, que por sua vez, pode exercer efeitos vasculares benéficos
(LAUFS et al., 2004). Entretanto, esse efeito benéfico esta relacionado ndo somente com o
tipo de treinamento, mas com o volume, intensidade e periodo de recuperacdo do mesmo
(EVANS, 2004). Desta maneira, ja tem sido documentado que o exercicio fisico, dependendo
desses parametros, também pode produzir uma quantidade exacerbada de radicais livres,
afetando diversos tecidos (MATAIX et al., 1998).

Outra vertente com relacdo aos efeitos dos exercicios fisico, diz repeito a sua
influéncia nas respostas imunologicas e inflamatdrias. Essas respostas ocorrem através de
mudangas nos niveis séricos de algumas citocinas e mediadores dessas reacées, incluindo os
fatores de crescimento (CZARKOWSKA-PACZEK et al., 2011). Laufs et al., (2004)

demonstraram que trés semanas de treinamento em esteira, 5 vezes na semana durante 30
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minutos, promoveu o aumento de celulas progenitoras endoteliais, inibicdo da formacéo
neointima e aumento da angiogénese na artéria carétida de camundongos.

Um estudo de Rivilis et al., (2002) mostrou que o estiramento dos sarcomeros (para
mimetizar shear stretch) do musculo extensor longo dos dedos (EDL) de ratos, promoveu
aumento da concentracdo proteica de VEGF-A. Nesse contexto, o treinamento fisico tem
demonstrado aumentar os niveis de RNAm de VEGF-A, tanto em humanos quanto animais.

E sabido que o exercicio agudo em ratos aumenta a expressio do RNAm do VEGF-A
de 3 a 5 vezes em resposta ao exercicio sistémico além de aumentar o RNAm dos receptores
VEGFR-1 e VEGFR-2. Em humanos também ha aumento da expressdo do RNAm de VEGF-
A, VEGFR-1 e VEGFR-2, porém, o curso do tempo de respostas € diferente dos descritos em
ratos (GAVIN et al., 2004).

Um estudo de Gustafsson et al., (2005) com humanos mostrou que no tecido muscular
esquelético, o exercicio agudo submaximo com entrega de oxigénio reduzida, aumenta a
expressdo do VEGF-A. Em adicional, os autores Mac Gabhann, Ji e Popel (2007) reforgam
que o exercicio moderado ou intenso faz com que algumas regides do tecido muscular
tornem-se hipdxicas, além de aumentar a tensdo de cisalhamento (shear stress) na parede dos
capilares, induzindo a angiogénese através da expressao do VEGF-A.

Em suma, s&o muito limitados os estudos ndo somente sobre a influéncia da
ovariectomia, bem como a influéncia do treinamento resistido na atividade angiogénica do
tecido adiposo através do VEGF-A. Nesse contexto, torna-se compreensivel entender por que
0 estrogénio tem sido alvo de inumeras pesquisas. Entender como a redugdo nos seus niveis
afeta fisioldgica e metabolicamente a funcdo ndo s6 das gébnadas mas, de outros sistemas e
orgdos permite o desenvolvimento de intervencGes tanto farmacolégicas como néo
farmacologicas de prevencdo e controle dos efeitos deletérios do declinio dos hormonios

ovarianos.
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Desta forma, nds hipotetizamos que a ovariectomia promovera alteracdes negativas na
morfologia e na angiogénese do tecido adiposo visceral de ratas, e que o treinamento resistido

sera capaz de prevenir essas alteracoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos da ovariectomia (Ovx) e do treinamento resistido (TR) na

angiogénese e morfologia do tecido adiposo visceral (TAV) de ratas.

2.2 Objetivos Especificos

. Verificar os efeitos da Ovx e TR nos parametros corporais e fisioldgicos.

. Verificar os efeitos da Ovx e TR na expressdo génica do VEGF-A e seu receptor
VEGF-R2 no TAV de ratas.

o Analisar os efeitos da Ovx e TR na concentracdo proteica do VEGF-A no TAV de
ratas.

o Analisar os efeitos da Ovx e TR no tamanho e no nimero de adip6citos do TAV de
ratas.

. Avaliar os efeitos da Ovx e TR na densidade microvascular do TAV de ratas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram utilizadas 24 ratas Sprague-Dawley,
provenientes do Biotério da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus
Araraquara, com oito semanas de idade, pesando inicialmente 218,34 + 2,49 (média + erro
padrdo da média).

Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos no biotério do
Laboratorio de Fisiologia do Exercicio desta universidade, em gaiolas coletivas (trés animais
por gaiola), com o assoalho recoberto com serragem e receberam &gua e racdo ad libitum, sob
condicdes constantes de temperatura (22 £ 2°C), umidade e iluminacdo em ciclo invertido
(01:00- 13:00h: claro; 13:00- 01: 00h: escuro).

Todos os procedimentos experimentais adotados foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos, (Protocolo
n.008/2010) e conduzidos de acordo com o guia de cuidados e manuseio de animais
laboratoriais dos Estados Unidos da América (NATIONAL RESEARCH COUNCIL’S,
1996).

Apos a chegada, todos os animais permaneceram por trés semanas em condicdo de
aclimatacao ao biotério e ao ciclo invertido. Apds este periodo, os animais foram distribuidos

em quatro grupos experimentais.

3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos experimentais (seis

ratas por grupo): 1) Sham operado sedentario (Sham-Sed); 2) ovariectomizado sedentario
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(Ovx-Sed); 3) Sham operado treinamento resistido (Sham-Tr) e 4) Ovariectomizado
treinamento resistido (Ovx-Tr). A figura 10 apresenta o esquema de distribuicdo das ratas e

desenho experimental do estudo.

Figura 10. Esquema de distribuicdo das ratas em grupos.

3.2.1 Grupos Sedentarios

Os animais dos grupos sedentarios (Sham-Sed e Ovx-Sed) foram mantidos em suas

gaiolas durante todo o periodo experimental do estudo sem nenhum tipo de exercicio fisico

sistematico.

3.2.2 Grupos treinamento resistido

Os animais dos grupos treinamento resistido (Sham-Tr e Ovx-Tr) foram submetidos a

dez semanas de treinamento resistido progressivo em escada como descrito no item 3.4.
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3.3 Procedimentos cirargicos da ovariectomia e da operagdo sham

A ovariectomia (Ovx) e a sham operacdo foram realizadas quando as ratas
completaram 10 semanas de idade (aproximadamente 250 g de massa corporal), de acordo
com a técnica descrita por Kalu (1991).

Inicialmente as ratas foram anestesiadas com uma mistura de Ketamina-Xilazina
(61,5-7,6 mg/kg, intraperitoneal), tendo seus reflexos testados para dar inicio aos
procedimentos da Ovx. Durante todos os procedimentos da Ovx as ratas foram mantidas sobre
o efeito anestésico. Primeiramente, foi realizada uma pequena incisdo bilateral de 1,0-1,5 cm
através da pele e da camada muscular, entre a Gltima costela e a coxa, em paralelo com a linha
corporal do animal. A cavidade peritoneal foi aberta e feita uma ligadura abaixo da fimbria.
Os ovarios foram removidos e a incisdo feita na pele e musculos suturados. Apos isso, foi
ministrado antibiotico (Pentabidtico — para animais de pequeno porte) e pelas proximas 72
horas apds a Ovx as ratas foram mantidas em caixas individuais. Posteriormente a este
periodo as ratas foram novamente agrupadas nas caixas coletivas referentes aos seus grupos,
onde permaneceram até o fim do experimento. Foi respeitado um periodo de 21 dias de
recuperacdo pos-cirurgia para dar inicio aos procedimentos do protocolo de treinamento
resistido no grupo Ovx-Tr. Foi realizado o controle do ciclo estral, através do esfregago
vaginal, 0 que nos garantiu que as ratas Ovx ndo estavam mais ciclando (permaneceram na
fase diestro) e o procedimento cirdrgico foi realizado com sucesso (dados ja descritos na tese
de doutorado de Stotzer, 2013).

A Sham operagdo foi realizada por meio dos mesmos procedimentos da Ovx, exceto
que nao foi realizada a ligadura abaixo da fimbria e nem os ovarios foram removidos, e sim

apenas expostos e devolvidos ao local de origem. Vale ressaltar que todos os animais sham
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operados e ovariectomizados tiveram o mesmo tempo de exposicdo aos procedimentos

cirurgicos (92 dias) até a data da eutanasia.

3.4 Treinamento resistido

Esta pesquisa utilizou e adaptou o protocolo de treinamento resistido de Hornberger e
Farrar (2004). Inicialmente, as ratas foram adaptadas ao protocolo de treinamento resistido
gue exigia que os animais escalassem uma escada vertical (1,10 x 0,18 m, 2 cm de
espacamento entre os degraus da grade, inclinagdo de 80°) com pesos atados as suas caudas
(Figura 11). O tamanho da escada fazia com que o0s animais realizassem de 8 a 12
movimentos por escalada. O aparato de carga foi atado a porcdo proximal da cauda com uma
fita auto-adesiva. Com o aparato fixado a cauda as ratas eram colocadas na parte inferior da
escada e familiarizadas com a escalada. Caso necessario um estimulo com pinca era aplicado
na cauda do animal para iniciar o movimento. No topo da escada as ratas alcancavam uma
gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansavam durante 120 segundos. Este procedimento foi
repetido até que os animais conseguissem voluntariamente escalar a escada, trés vezes
consecutivas, sem estimulo de pin¢ca na cauda. Foram realizadas trés sessdes de adaptacao

(familiarizag&o) com intervalo de 48 horas entre as sessdes.
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Figura 11. Escada utilizada para o treinamento resistido.

Trés dias apos a ultima sessdo de familiarizacdo foi realizada a primeira sessdo de
treinamento que consistiu de 4 a 8 escaladas na escada com cargas progressivamente mais
pesadas. A escalada inicial consistiu em carregar uma carga de 75% da massa corporal do
animal atado em sua cauda. Ap6s completar o carregamento desta carga inicial com sucesso,
um peso adicional de 30g era adicionado ao aparato. Este procedimento foi sucessivamente
repetido com um nimero maximo de oito escaladas, até que se alcancasse uma sobrecarga que
ndo permitia que a rata escalasse toda a escada. A falha em escalar foi determinada quando o
animal ndo conseguia progredir na subida da escada ap6s trés estimulos sucessivos na cauda.
A maior carga carregada por toda a escada foi considerada como a capacidade maxima de
carregamento (carga maxima) da rata para aquela sessao de treinamento. Este valor maximo
foi utilizado para a elaboracdo da carga de carregamento utilizada na proxima sessdo de
treinamento.

As sessOes de treinamento seguintes consistiram de quatro escalas na escada, com
65%, 85%, 95% e 100% da capacidade maxima de carregamento do animal determinada na

sessdao anterior. Durante as escaladas subsequentes em um numero maximo de cinco eram
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adicionados 30g em cada nova escalada, até que uma nova capacidade méaxima de
carregamento fosse determinada (Figura 12). O intervalo de recuperacdo entre as escaladas foi
fixo de 120 segundos.

As sessdes de treino foram realizadas trés vezes por semana, todas as segundas,

quartas e sextas-feiras durante dez semanas. O inicio das sessdes de treino sempre ocorreu as

15 horas.
A ) +30g
A
+30g) 2
+30g) 2’
+30¢g 2}
Maximo de
+30g] 2’ escaladas por
sessao de
100% | 2 EIn0
A B)
95%]) 2’
Minmmo de Dias de treino
5 $ escaladas por
85%) 2 qessl dlck Dom | Seg [ Ter | Qua | Qui | Sex | Sab
tremno : 2 2
65%] 2’ X X X

Figura 12. A) Organizacdo da carga de carregamento por sessdo de treino; B) dias de treino
na semana.

3.5 Controle da ingestédo alimentar e da massa corporal

A ingestdo alimentar (gramas de ragcdo consumida por gaiola) foi monitorada
diariamente sempre no mesmo horario do dia, entre 17h00min e 17h30min e a massa corporal
verificada trés vezes na semana, todas as segundas, quartas e sextas-feiras sempre no mesmo
horéario entre 16h00min e 17h00min. Ambos os procedimentos foram realizados durante todo

0 periodo experimental.
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3.6 Eutanasia dos animais e retirada dos tecidos

Ao término do periodo experimental os animais foram eutanasiados por decapitacao
em guilhotina. Os grupos treinamento foram eutanasiados 48 horas ap0s a Ultima sessdo de
treinamento. Em seguida, os animais foram posicionados em uma mesa cirurgica, com as
patas presas e mantidas em extensao, para assim efetuar a retirada do tecido adiposo visceral e
utero. Todos os tecidos foram pesados em balanca de precisdo, imediatamente ap6s sua
retirada.

Apds a pesagem, uma parte do tecido adiposo visceral foi imediatamente armazenada
em formalina tamponada 10%, para posteriores analises histologicas e a outra, foi
imediatamente congelada em nitrogénio liquido, e posteriormente, armazenada em freezer -

80°C, para analises em qPCR e ELISA.



3.7 Resumo do desenho experimental
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Figura 13. Linha do tempo e esquema resumindo o desenho experimental. TR: treinamento

resistido; TAV: tecido adiposo visceral.

3.8 Quantificacdo da expressao génica

A analise da expressdo génica de VEGF-A e VEGF-R2 foi realizada pela
quantificacdo do seu RNAm por Reacdo em Cadeia da Polimerase — Tempo Real (PCR-RT).

Foi utilizado o RPLPO (grande proteina ribossomal) como gene de referéncia.
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3.8.1 Procedimentos gerais

Para reduzir a presenca de ribonucleases (RNAses), foram adotados os seguintes
cuidados em todos os procedimentos: utilizacdo de material esterilizado descartavel;
autoclavagem da vidraria, eppendorfs e ponteiras utilizadas; manipulacdo de amostras e
materiais com luvas; utilizacdo de agua tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC) e

autoclavada.

3.8.2 Extracdo do RNA total

Amostras de 50-100mg do tecido adiposo visceral foram homogeneizadas em 1mL de
TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad, California) com um homogeneizador (homogeneizador
Power Gen — Fisher Scientific 1000).

O RNA total foi extraido de acordo com as instru¢cbes do fabricante: Apds a
homogeneizacdo, as amostras permaneciam por 5 minutos em temperatura ambiente.
Adicionava-se 200 pL de cloroférmio as amostras e agitava-se por 15 segundos no vortex.
Logo apds, as amostras permaneciam em temperatura ambiente por 15 minutos.
Centrifugavam-se (Eppendorf 5804R) as amostras por 15 minutos, a 12000rpm, a 4°C. Depois
da centrifugacdo, transferia-se o0 sobrenadante (500 pL) para um microtubo limpo. Eram
adicionados 500 pL de isopropanol e a amostra era agitada por inversdo manual,
permanecendo por 10 minutos em temperatura ambiente.

A seguir, a amostra era centrifugada por 10 minutos a 12000rpm (4°C) para formacéao
do pellet. O sobrenadante era descartado com cuidado por inversdo manual e ao pellet era
acrescentado 1mL de etanol 75%. Ap6s nova centrifugacdo, por 5 minutos a 7500rpm (4°C),

novamente o sobrenadante era descartado com cuidado por inversdo manual, e caso
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necessario o restante de etanol 75% era aspirado com auxilio de uma pipeta. Posteriormente, 0
microtubo contendo o pellet era colocado para secagem por 5-10 minutos em estufa a 37 °C.
Apds esse tempo, acrescentava-se 30-60 pL de agua tratada com dietil pirocarbonato (dgua
DEPC) 0,1%. As amostras eram entdo congeladas e armazenadas no freezer a -80 'C até o

momento das analises.

3.8.3 Quantificacdo do RNA total

Para quantificacdo do grau de pureza do RNA total foi realizada leitura em
espectofotdmetro (Nanodrop 2000) a uma absorbancia de 260nm e determinado pelas razdes
260nm/280nm e 230/280, considerando-se adequados os valores entre 1,8 e 2,0. Foi utilizada
a seguinte férmula para determinar a concentracdo de RNA total (ug/pL): concentracdo

Hg/HL = (Asgo X 40 x diluicdo da amostra) x 1000™.

3.8.4 Determinacao da integridade do RNA

A integridade do RNA foi confirmada pela visualizagcdo em luz ultravioleta do padrao

de eletroforese das bandas 28S e 18S do RNA ribossomal, em gel de agarose 1% revelado

com brometo de etidio (Figura 14).
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Figura 14. Exemplo de um gel de agarose (1%) com amostras do tecido adiposo visceral,
corado com brometo de etideo, indicando a intregridade do RNA total, através da visualizacdo
das bandas ribossomais 28S e 18S.

3.8.5 Transcrigdo Reversa

Inicialmente, as amostras de RNA total foram tratadas com DNAse -—
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen Corporation, Carlsbad, California) de
acordo com as especificacbes do fabricante. Ao RNA total (1ug), adicionava-se solucéo
tampdo (1pL, 10x DNAse | Reaction Buffer), enzima (1uL DNAse I, Amp Grade) e
quantidade suficiente para 10uL de dgua tratada com DEPC. A amostra era encubada por 15
minutos em temperatura ambiente. Logo apds, adicionava-se EDTA (1pL) e a amostra
permanecia em banho seco a 65 ‘C por 10 minutos.

Logo ap6s o tratamento com DNAse, adicionava-se 0,5 pL do Primer Oligo (dT)
(Promega Corporation, Madison, WI USA) e a amostra permanecia em banho seco a 70 'C

por 5 minutos.
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A seguir, eram adicionados:

o 2,5 pL de M-MLV 5x tampdo de reacdo (Promega Corporation, Madison, WI
USA):

. 0,625 pL dATP 10mM

J 0,625 pL dCTP 10mM

J 0,625 uL dGTP 10mM

o 0,625 L dTTP 10mM

. 0,5 uL M-MLYV transcriptase reverse (TR)

As amostras em seguida foram encubadas em banho seco a 37 "C por 60 minutos e,

posteriormente estocadas a -80 ‘C até 0 momento das analises.

3.8.6 Reacdo em cadeia da polimerase — tempo real (PCR-RT)

Foram utilizados o0s seguintes reagentes para cada amostra de 4cido
desoxirribonucléico complementar (cDNA) (40ng/uL), em duplicata.

e 5 uL de agua livre de nuclease

e 0,5 pL primer forward

e (0,5 pL primer reverse

e (0,25 uL de cDNA

e 6,25 pL SYBR® Green (Fermentas)

e Volume final 12,5 pL

A quantificagdo do RNAm das amostras de todos 0s grupos experimentais foi
realizada em duplicata no sistema de deteccdo PCR em tempo real CFX96 (Bio-Rad, San

Franscisco, USA) e os ciclos consistiram de 95 "C por 10 minutos, seguidos de 42 ciclos de
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amplificacdo a 95 ‘C por 15 segundos; temperatura de anelamento (Tm) 56-62,3 ‘C por 30
segundos e 72 °C por 60 segundos. As Tm dos primers foram previamente padronizadas.

As sequéncias de bases dos nucleotideos utilizados estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados

Genes Foward (5°-3°) Reverse (5°- 3°) Referéncia

RPLPO AGGGTCCTGGCTTTGTCTGTGG AGCTGCAGGAGCAGCAGTGG Heinemeier

etal., 2007
XEGF' TGAGACCCTGGTGGACATCTT CACACAGGACGGCTTGAAGA Iee;rglltsgo%

gZEGF' CCACCCCAGAAATGTACCAAAC AAAACGCGGGTCTCTGGTT ;:atgg‘ilet

RPLPO, grande proteina ribossomal; VEGF-A, fator de crescimento endotelial vascular;
VEGF-R2, receptor- 2 do fator de crescimento endotelial vascular.

Os produtos especificos foram determinados como picos Unicos por meio das curvas

de MELT. Um exemplo de curva de MELT estéa representado na figura 15.

1200 F—Tr T T T T

800 -

600 4

-d(RFU)/AT

400 -

200+

Temperature, Celsius

Figura 15. Exemplo de curva de MELT original representativa dos ciclos do PCR-RT. Gene
de referéncia RPLPO.
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Os valores de threshold cycle (Ct) e as curvas de MELT foram obtidos pelo Software
do termociclador CFX96 Bio-Rad. O Ct € o ponto onde a reacdo cruza o limiar de detecgédo

durante a fase exponencial da amplificacdo (Figura 16).

Amplification

RFU

10’ — f

Figura 16. Exemplo de curva de amplificacéo original representativa dos ciclos do PCR-RT.
Gene de referéncia RPLPO

A influéncia da ovariectomia, do treinamento ou a da associacdo de ambos sobre a
expressdo dos genes selecionados foi avaliada pelo método de quantificacdo relativa - delta
delta Ct (AACt). Depois de calculada a média dos Ct de cada gene foram calculados:

e Delta Ct (ACt) = Ct RPLPO - Ct do gene alvo;

e Cialculo da média S: Média do ACt;

e AACt = ACt - média S.

Os AACt dos grupos Sham-Sed, Ovx-Sed, Sham-Tr e Ovx-Tr foram calculados em
relacdo ao Sham-Sed. O valor em unidade arbitraria (UA) da expressdo dos genes alvos
(VEGF-A e VEGF-R2) foram calculados por 24! (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Com os valores UA, foram realizados os testes estatisticos.
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3.9 Analise da concentracdo proteica

3.9.1 Extracao das proteinas totais

Para a extracdo das proteinas totais, aproximadamente 100mg de tecido adiposo foram
homogeneizados (Homogeneizador ULTRA TURRAX T10 Basic IKA) em tampéao de lise
(10Mm Tris, pH 7.4, 100 mM NaCl, ImM EDTA, 1Mm EGTA, 1% Triton X-100, 10%
glycerol, 0,1% SDS, 0,5% acido deoxicdlico, 0,2 mM PMSF e inibidor de protease, Sigma
P8340). Os extratos foram centrifugados a 13000 x g a 4°C, por 20 minutos (Centrifuga
Sigma 1-14K) e o sobrenadante foi transferido para novo tubo e estocado a -20°C para

posterior dosagem do conteido de VEGF-A.

3.9.2 Determinacao da concentracdo de VEGF-A

Para dosagem de VEGF-A foi utilizado o método ELISA (do inglés enzyme-linked
immunoabsorbent assay) (Rat VEGF mini ELISA Development kit, Peprotech). Um placa de
96 pocos foi inicialmente sensibilizada com o anticorpo de captura, diluido em PBS 1X a uma
concentracdo de 0,5ug/ml. A placa foi selada e mantida overnight em temperatura ambiente
(T.A.). No dia seguinte, a placa foi lavada 4 vezes com tampé&o de lavagem (0,05% tween-20
em PBS 1X) e entdo, para o bloqueio de ligacbes inespecificas, adicionou-se 0 tampéo de
blogqueio (1% BSA em PBS 1X) por 1h e 30min. Apos novas lavagens, foram adicionados em
seus respectivos pocos, tanto as amostras (homogeneizado de proteinas) quanto o padrdo
VEGF-A, diluido em diluente (0,05% tween-20, 0,1% BSA em PBS 1X) em diferentes
concentracdes (2ng/ml até zero). Em dois pocgos, foi adicionado somente diluente para a

caracterizacdo do branco. A placa foi incubada por 2 horas em T.A. Ap0s lavagens da placa,
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foi adicionado o anticorpo de deteccdo biotinilado, e incubado por 2 horas em T.A. Ao fim da
incubacdo e apos novas lavagens, foi adicionado o conjugado avidina-peroxidase, em uma
diluicdo de 1:2000. Incubou-se por 30 minutos em T.A. e por fim, para revelacdo, foi
acrescido o substrato ABTS (Sigma Aldrich, A3219). A leitura da densidade Optica foi
realizada em comprimento de onda de 405nm, em leitor de placa (SpectraMax M5, Molecular
Devices). A concentragdo de VEGF-A nas amostras foi normalizada em relacdo a
concentracdo da proteina total nessas mesmas amostras (BCA Protein Assay Kit — Pierce
Biotechnology, Rockfor, Illinois, USA), sendo por isso, expressa em ng de VEGF-A por mg de

proteina.

3.10 Analises Histoldgicas

Uma parte do tecido adiposo visceral foi fixado em formalina tamponada (10%) por
24 horas. Ap6s fixacdo, os tecidos foram processados através de uma bateria de desidratacéo,
em concentragdes crescentes de etanol (80%, 95%, 100% I, 100% II, 100% IIl e 100% IV),
diafanizacdo em banhos de xilol, impregnacéo, e por fim, inclusdo em Paraplast (Histosec® -
Merck). Apdés inclusdo, os fragmentos foram seccionados em 5 pum de espessura em
micrétomo (Micron® HM360), e estendidos sobre ldaminas previamente tratadas com Poly-L-

lysine (P8920, Sigma) para melhor aderéncia do corte a lamina.

3.10.1 Coloragao com Hematoxilina e eosina (HE)

Apos os procedimentos descritos acima, duas laminas de cada animal passaram por

processo de desparafinizacdo em xilol, seguida por alcooliza¢do em alcool etilico e hidratacéo

em agua destilada, sendo finalmente os cortes, corados por HE. Apds coloracdo, os cortes
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foram desidratados em alcool e diafanizados em xilol, e em sequéncia, foi feita a montagem
das laminas utilizando o Permount (Fisher Scientific) para fixacdo de laminula.
Posteriormente, realizou-se a digitalizacdo das imagens e a quantificacdo da hiperplasia e

hipertrofia dos adipécitos (como detalhado ao final do topico 3.10.2).

3.10.2 Imunohistoquimica (IHQ)

Para a imunohistoquimica, foi utilizado um marcador de células endoteliais (CD31 ou
PECAM) para andlise da densidade microvascular no tecido adiposo visceral das ratas. Para
tal, outras laminas foram mantidas em estufa a 60°C por aproximadamente 1 hora, para a
desparafinizacdo das mesmas. Em seguida, as laminas foram hidratadas por imersdo em xilol,
alcool etilico (100% 11, 100% I, 80% e 70%) e agua corrente. Foi feita a recuperagédo
antigénica por meio do aquecimento dos cortes em tampao citrato de sodio (pH 6.0), durante
10 minutos, através da utilizacdo de um banho a vapor. Ao final, as laminas foram resfriadas
em temperatura ambiente (T.A.) durante 20 minutos.

Posteriormente a esta etapa, foram realizadas as primeiras trés lavagens das laminas
com TBS-T (TBS + tween 20). Apos isto, foi feito o isolamento dos cortes com caneta
hidrofébica. Em seguida, realizou-se o bloqueio da peroxidase enddgena, utilizando peréxido
de hidrogénio (H202) diluido em PBS1X a 3%. Depois de novas lavagens, foi realizado
bloqueio dos sitios antigénicos inespecificos, durante 30 minutos. Para tal, utilizou-se o
normal horse serum, componente do kit utilizado neste experimento (IMMPRESS™ Anti-Rat
Ig/ anti-Mouse Ig,(peroxidase), Polymer Detection Kit). Posteriormente ao bloqueio, incubou-
se 0 anticorpo primario overnight em geladeira (anticorpo monoclonal de camundongo anti-
rato CD31, diluicdo 1:100 (ab24590 — Abcam, Inc.). O controle negativo foi obtido por

omissdo do anticorpo primario. No dia seguinte, o material foi lavado e em seguida, aplicou-
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se 0 anticorpo secundario ligado a peroxidase (IMmPRESS kit), o qual foi incubado por 30
minutos.

Ap0s incubacdo do secundario, o material foi lavado e revelado com a aplicacdo do
cromogeno (DAB) durante 20 segundos. Imediatamente ap0s esse tempo, os cortes foram
lavados em agua destilada para neutralizar a reacdo do cromdgeno. Em sequéncia, foram
contra-corados com hematoxilina (ndo diluida), durante 5 segundos. Por fim, realizou-se a
bateria de desidratacao, utilizando concentracdes crescentes de alcodis, posterior diafanizacdo
em xilol, e por fim, a montagem das laminulas nas laminas, com Permount (Fisher Scientific).

As laminas coradas com HE e imunomarcadas com o CD31 (IHQ) foram digitalizadas
pela utilizacdo de um microscépio de luz (Olympus®, modelo BX51) acoplado a camera
fotografica (Olympus® DP72) (Figura 17), com o auxilio de um programa de computador
(DP72-BSW). Para HE foram digitalizadas aleatoriamente 10 campos para cada animal e para
IHQ foram digitalizados de 6 a 10 campos (aumento de 400X - 20um). Posteriormente, foi
utilizado o software Image-Pro® Plus 6.0 (Media Cybernetics) para quantificacdo da area
(um?) e densidade (mm?2) dos adipdcitos (HE) bem como da densidade microvascular (IHQ -

pixels) (Figura 17).
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Figura 17. Figura representativa demonstrando o microscépio acoplado a camera fotografica
e computador, utilizados para digitalizacdo das imagens; e o software Image-Pro Plus usado
para quantificacdo do tamanho e nimero dos adipocitos (HE) bem como da densidade
microvascular dos mesmos (IHQ).
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4 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente todos os dados foram submetidos aos pressupostos de normalidade e
homogeneidade de varidncia. Apresentando distribuicdo normal e homocedasticidade, foi
aplicado o teste de analise de variancia ANOVA two way, para as variaveis ovariectomia e
treinamento resistido. O pds-teste de Tukey foi aplicado no caso de alguma significancia.
Todos os dados foram analisados no programa STATISTICA® 7.0 (Stat Soft), adotando-se

um nivel de significancia estatistica de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos da ovariectomia e treinamento resistido nos parametros corporais e

fisioldgicos

A tabela 3 e a figura 18 apresentam a evolucdo da massa corporal (g) de todos 0s
grupos, durante as 10 semanas do periodo experimental. Ao longo das semanas 1, 5 e 10,
houve aumento na massa corporal do grupo Ovx-Sed (p=0,024, p=0,0001, p=0,0002,
respectivamente) em comparacdo ao grupo Sham-Sed. No entanto, durante as respectivas
semanas, o treinamento ndo preveniu esse aumento (Ovx-Tr versus Ovx-Sed). Apesar de ndo
ter havido diferenca na massa corporal entre 0 Sham-Sed e Sham-Tr nas semanas 1 e 5, ao
final de 10 semanas de experimento, o treinamento diminuiu a massa corporal do grupo
Sham-Tr (p=0,009).

A massa do Utero foi utilizada para ilustrar os efeitos fisiol6gicos da Ovx e confirmar a
eficacia do procedimento cirdrgico. Desta forma, ao final do periodo experimental, a Ovx
resultou em diminuicdo da massa do Utero (p=0,0001) em relacdo ao Sham-Sed (Tabela 3).
N&o houve diferencas nestas varidveis entre o grupo Ovx-Tr e Ovx-Sed. No entanto, a massa

do utero do grupo Ovx-Tr (p=0,0002) foi menor em comparacao ao Sham-Tr.
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Tabela 3. Efeitos da ovariectomia e treinamento resistido sobre os parametros corporais e
fisioldgicos.

Sham-Sed Ovx-Sed Sham-Tr Ovx-Tr
Massa corporal (g)
Inicial 252,75+14,71  248,3+10,57  246,28+7,80 252,60+8,88
Semana 1 296,43+1559 317,40+15,86° 278,88+16,06 319,60+8,12%
Semana 5 308,00+23,33 359,10+20,28° 292,13+17,15 348,00+14,72%
Semana 10 342,57+23,21 396,33+23,68° 305,57+15,99° 375,88+15,92%
Ingesta alimentar (g/s)
Semana 1 19,99+1,75 22,50+1,75 19,29+0,40 21,61+1,28
Semana 5 21,97+1,13 23,60+1,71 19,15+1,04° 22,00+1,31°
Semana 10 21,13+0,99 23,00+1,04% 18,85+1,07° 19,45+0,90%
Massa do Utero (g) 0,83+0,35 0,18+0,06" 0,76+0,36 0,15+0,01%

Valores sdo médias £ desvio padrdo da média; n = 6 ratas por grupo. Grupos Sham operado
sedentério (Sham-Sed); Ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed); Sham operado treinamento
resistido (Sham-Tr) e Ovariectomizado treinamento resistido (Ovx-Tr). g= grama; S= semana,;
a, diferente de Sham-Sed (p<0,05)
b, diferente de Ovx-Sed (p< 0,05)
c, diferente de Sham-Tr ( p< 0,05)

450+ -= Sham-Sed
1 —— Ovx-Sed
@ 4004 Sham-Tr
s ] —— Ovx-Tr
o 350-
o
5 ]
o 300-
n
n o
©
= 250-
200 T T T T

0 1 5 10
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Figura 18. Massa corporal. Os valores sdo média + desvio padrdo da média; n=6 ratas por
grupo; Grupos Sham operado sedentario (Sham-Sed); Ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed);
Sham operado treinamento resistido (Sham-Tr) e Ovariectomizado treinamento resistido
(Ovx-Tr). g=grama; a, diferente de Sham-Sed; b, diferente de Ovx-Sed; c, diferente de Sham-
Tr. p <0,05.
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A tabela 3 e a figura 19 mostram que ndo houve diferenca na ingestdo alimentar entre
0S grupos na primeira semana de experimento. Na semana 5 apesar de nao ter havido aumento
na ingestdo das ratas Ovx-Sed em relagdo as ratas Sham-Sed, houve aumento na ingestdo do
grupo Ovx-Tr (p=0,004) em comparacdo ao Sham-Tr. Em contraponto, o treinamento
diminuiu a ingestdo alimentar do grupo Sham-Tr (p=0,004) comparado ao Sham-Sed. No
entanto, ao final da ultima semana de experimento, houve aumento da ingestao alimentar das
ratas Ovx-Sed (p=0,016) em comparacdo as ratas Sham-Sed. Houve diminui¢do da ingestdo
alimentar do grupo Ovx-Tr em comparacdo ao Ovx-Sed, inclusive em comparacdo ao Sham-
Sed (p=0,0001, p=0,031, respectivamente). Além disso, também houve diminuicdo da

ingestdo alimentar do grupo Sham-Tr (p=0,002) em compara¢do ao Sham-Sed.
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Figura 19. Ingestdo Alimentar. Os valores sdo média + desvio padrdo da média; n=6 ratas por
grupo; Grupos Sham operado sedentario (Sham-Sed); Ovariectomizado sedentério (Ovx-Sed);
Sham operado treinamento resistido (Sham-Tr) e Ovariectomizado treinamento resistido
(Ovx-Tr). g=grama; s= semana. a, diferente de Sham-Sed; b, diferente de Ovx-Sed; c,
diferente de Sham-Tr. p <0,05.
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5.2 Expressdo Génica de VEGF-A e de seu receptor VEGF-R2

A analise por PCR-RT demonstrou a diminui¢do na expressdo génica do VEGF-A no
tecido adiposo visceral (TAV) do grupo Ovx-Sed (p=0,0004) em comparacdo ao Sham-Sed
(Figura 20). No entanto, o treinamento resistido foi eficiente em evitar essa diminui¢do por
meio do aumento da sua expressdo (Ovx-Tr, p=0,0002 versus Ovx-Sed). Além disso, esse
aumento na expressdo génica do VEGF-A no grupo Ovx-Tr também foi maior em
comparagdo tanto ao Sham-Sed quanto ao Sham-Tr (p=0,010, p=0,0008, respectivamente).
No entanto, ndo houve diferenca na expressdo do VEGF-A entre 0s grupos que ndo foram

ovariectomizados (Sham-Sed versus Sham-Tr).
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Figura 20. Expresséo génica do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-A) no tecido
adiposo visceral de ratas. Grupos Sham operado sedentario (Sham-Sed); Ovariectomizado
sedentario (Ovx-Sed); Sham operado treinamento resistido (Sham-Tr) e Ovariectomizado
treinamento resistido (Ovx-Tr). u.a = unidade arbitraria. Valores sdo médias + desvio padrao
da média (n= 5-6 por grupo). a, diferente de Sham-Sed; b, diferente de Ovx-Sed; c, diferente
de Sham-Tr. p <0,05.

Diferentemente do VEGF-A, a expressdo do seu receptor VEGFR-R2 no TAV, néo
apresentou alteracdo significativa diante da ovariectomia em compara¢do ao Sham-Sed
(Figura 21). Da mesma maneira, ndo houve diferenca significativa na expressao desse gene no

Ovx-Tr quando comparado ao Ovx-Sed. Em contraponto, houve aumento significativo na
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expressao do VEGF-R2 no grupo Ovx-Tr em comparagdo ao grupo Sham-Sed e Sham-Tr
(p=0,0005, p=0,0003, respectivamente). Similarmente a expressdao do VEGF-A, ndo houve

diferenca na expressdo do VEGF-R2 entre os grupos Sham-Sed e Sham-Tr,
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Figura 21. Expressdo génica do receptor-2 do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF-R2) no tecido adiposo visceral de ratas. Sham operado sedentario (Sham-Sed);
Ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed); Sham operado treinamento resistido (Sham-Tr) e
Ovariectomizado treinamento resistido (Ovx-Tr). u.a = unidade arbitraria.Valores sdo médias
+ desvio padrdo da média (n = 5-6 por grupo). a, diferente de Sham-Sed; b, diferente de Ovx-
Sed; c, diferente de Sham-Tr. p < 0,05.

5.3 Analise da concentracdo de VEGF-A por ELISA

Com relacdo a concentracdo proteica de VEGF-A, assim como na expressdo de
RNAm, nota-se que houve significativa diminuicdo de sua expressdo no grupo Ovx-Sed
(p=0,0009) quando comparado ao grupo Sham-Sed, denotando o efeito da ovariectomia na
expressaio do VEGF-A no TAV também a nivel proteico (Figura 22). Entretanto,
diferentemente do que ocorreu com o RNAm de VEGF-A, ndo houve aumento na
concentracdo proteica de VEGF-A no grupo Ovx-Tr em compara¢do ao Ovx-Sed. Houve
diminuicdo na concentracdo de VEGF-A no grupo Ovx-Tr em comparagdo aos grupos Sham-

Sed e Sham-Tr (p=0,0003, p=0,0175, respectivamente). Além disso, assim como na expressao
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génica, ndo houve diminuicdo na concentracdo de VEGF-A entre os grupos Sham-Sed e

Sham-Tr.
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Figura 22. Concentracdo proteica de VEGF-A por ELISA, no tecido adiposo visceral de
ratas. Grupos Sham operado sedentario (Sham-Sed); Ovariectomizado sedentério (Ovx-Sed);
Sham operado treinamento resistido (Sham-Tr) e Ovariectomizado treinamento resistido
(Ovx-Tr). Valores sdo médias * desvio padrdo da média (n = 4-6 por grupo). a, diferente de
Sham-Sed; b, diferente de Ovx-Sed; c, diferente de Sham-Tr. p <0,05.

5.4 Analises histoldgicas do tecido adiposo visceral

5.4.1 Morfologia do tecido adiposo visceral (HE)

As figuras 23A e 24 demonstram que nas ratas Ovx-Sed houve aumento no tamanho
(hipertrofia) dos adipdcitos em comparacdo as Sham-Sed (p=0,0003). No entanto, o
treinamento ndo preveniu esse aumento (Ovx-Tr versus Ovx-Sed). Houve aumento no
tamanho dos adipocitos das ratas Ovx-Tr em comparacao as Sham-Sed e Sham-Tr (p=0,013,
p=0,018, respectivamente). No entanto, ndo houve diferenca entre o tamanho dos adipocitos
do grupo Sham-Sed versus Sham-Tr.

As figuras 23B e 24 demonstram que ndo houve diferenca no numero (hiperplasia) de
adipdcitos do grupo Ovx em relagdo ao Sham, apesar de ter havido consideravel tendéncia a

diminuicdo. No entanto, a densidade de adipécitos € menor no grupo Ovx-Tr (p=0,0004)
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qguando comparado ao Sham-Tr. Por outro lado, houve aumento na densidade de adipécitos no

grupo Sham-Tr (p=0,034) em comparacdo ao Sham-Sed.
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Figura 23. Morfologia do TAV. Area dos adip6citos (A); Nimero de adipécitos (B). Valores
sd0 médias + desvio padrdo da média, (n = 5-6 ratas por grupo). Sham operado sedentério
(Sham-Sed); Ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed); Sham operado treinamento resistido
(Sham-Tr) e Ovariectomizado treinamento resistido (Ovx-Tr). a, diferente de Sham-Sed; b,
diferente de Ovx-Sed; c, diferente de Sham-Tr. p < 0,05.
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Figura 24. Morfologia do TAV. Fotomicrografias representativas dos adipdcitos dos grupos
correspondentes. Coloragdo HE. Sham operado sedentario (Sham-Sed); Ovariectomizado
sedentario (Ovx-Sed); Sham operado treinamento resistido (Sham-Tr) e Ovariectomizado
treinamento resistido (Ovx-Tr). Barra correspondente a 20um (aumento de 400x). p<0,05.



69

5.4.2 Densidade vascular do tecido adiposo visceral

Houve diminuicéo na densidade de vasos das ratas Ovx-Sed (p=0,018) em comparacéo
as ratas Sham-Sed (Figuras 25 e 26). No entanto, o treinamento ndo evitou essa diminuicao,
ndo havendo diferenca entre as ratas Ovx-Sed e Ovx-Tr. Houve diminuicdo na densidade de
vasos do grupo Ovx-Tr em relacdo ao Sham-Tr e Sham-Sed (p=0,001, p=0,003). Em

adicional, ndo houve diferenca na densidade vascular entre os grupos Sham-Sed e Sham-Tr.
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Figura 25. Densidade microvascular do TAV. Imunomarcacdo com o CD31. Valores sdo
médias + desvio padrdo da média, (n = 5-6 ratas por grupo). Sham operado sedentério (Sham-
Sed); Ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed); Sham operado treinamento resistido (Sham-Tr)
e Ovariectomizado treinamento resistido (Ovx-Tr). a, diferente de Sham-Sed; b, diferente de
Ovx-Sed; c, diferente de Sham-Tr. p < 0,05.
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Figura 26. Densidade microvascular do TAV. Fotomicrografias de analise
imunohistoquimica dos adipécitos, imunomarcados com o CD31, coloracdo castanha (setas
pretas). Sham operado sedentario (Sham-Sed); Ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed); Sham
operado treinamento resistido (Sham-Tr) e Ovariectomizado treinamento resistido (Ovx-Tr).
Foram mensuradas 6 - 12 sec¢Bes histologicas por animal. Barra correspondente a 20um
(aumento de 400x). p < 0,05.
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6 DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram que a ovariectomia (Ovx) promoveu
hipertrofia dos adipocitos e diminui¢do da microdensidade vascular no tecido adiposo visceral
(TAV) de ratas e 0 nosso protocolo de treinamento resistido (TR) ndo preveniu esses efeitos.

A insuficiéncia de estrogénio em mulheres na pds-menopausa, contribui para o
declinio da massa muscular e da densidade dssea, com a redistribuicdo de gordura subcutanea
para a area visceral e, portanto, para 0 aumento do risco de doencas cardiovasculares
(MALTAIS; DESROCHES; DIONNE, 2009). Animais ovariectomizados tém sido utilizados
como modelos para estudar os efeitos da deficiéncia dos horménios ovarianos. Esta bem
estabelecido que a Ovx promove significativa reducdo nos niveis de 17p-estradiol (E2) em
animais, e que esta reducdo pode promover hiperfagia e aumento da massa corporal
(SHINODA, et al., 2002; BABAEI et al., 2010; XU et al., 2012). De fato, no presente estudo,
demonstramos que a Ovx resultou em um balango energético positivo, por meio do aumento
da ingestdo alimentar bem como da massa corporal das ratas.

Além do balanco energético positivo, a taxa acelerada para estocagem de energia em
consequéncia da privacdo de estrogénio, também ocorre devido a uma diminui¢do na taxa
metabdlica basal, diminuicdo da termogénese, bem como da atividade voluntaria (HEINE et
al., 2000; SAENGSIRISUWAN et al., 2009). O estrogénio é capaz de modular a ingestdo
alimentar e a massa corporal, por meio dos seus receptores localizados no sistema nervoso
central (SNC). Ao que parece, grande parte desses receptores estdo concentrados na regido do
nucleo paraventricular (PVN), todavia ndo estdo restritos somente a esta area. Ademais, ha
evidéncias de que existe uma interagdo entre o estrogénio e a colecistoquinina (CCK), um
horménio peptideo, liberado pelo intestino delgado durante as refei¢cbes, promovendo

diminuicdo da ingestdo alimentar (BUTERA, 2010; ECKEL, 2011). Em adicional, a leptina
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secretada pelos adipdcitos atua transferindo sinais catabolicos ao cérebro, também
contribuindo para diminuicdo da ingestdo e aumento do gasto energético (FAULDS et al.,
2012).

Diversos estudos tém evidenciado a efetiva modulacdo do estrogénio sobre a
expressao e 0s niveis de VEGF-A e seus receptores em diversas células e tecidos
(BAUSERO, et al., 2000; CHRISTODOULAKOS et al., 2004; HERVE et al., 2006;
FRASER et al., 2008; WALTER; ROGERS; GIRLING, 2010; SUN et al., 2012; XU et al.,
2012). No entanto, apesar dos adipdcitos expressarem muito mais VEGF-A do que as células
estromais vasculares, que incluem macréfagos, fibroblastos e células endoteliais (YE, 2011),
ainda sdo escassos 0s estudos que observam a modulacdo da Ovx nos niveis de VEGF-A e
VEGF-R2 no TAV de ratas. Curiosamente, nosso estudo mostrou que a Ovx diminui tanto a
expressao génica quanto a concentracdo proteica de VEGF-A, sugerindo uma efetiva
modulacdo dos hormdnios ovarianos nos niveis de VEGF-A no TAV.

Hervé et al., (2006) demonstraram que o E2, através da modulacdo do VEGF-A,
aumenta a expressdo de VEGF-R2 em células endoteliais dos capilares do endométrio de
camundongos. No presente estudo, a Ovx ndo alterou a expressdo génica do VEGF-R2.
Aparentemente estes resultados sugerem que o estrogénio ndo modula diretamente o VEGF-
R2 no TAV, uma vez que o VEGF-A esteja diminuido. Outra hipdtese seria que a expressdo
do VEGF-R2 ndo foi reduzida por influéncia de algum mecanismo compensatério, na
tentativa de aumentar a sensibilidade e eficiéncia desse receptor e suprir a reducdo da
expressao do VEGF-A. Para uma possivel confirmacdo deste comportamento, seriam
necessarias analises mais especificas, as quais ndo foram realizadas neste estudo.

Recentes estudos com modelos experimentais que superexpressam VEGF-A no tecido
adiposo relataram que o mesmo exerce papel protetor essencial contra a fase inicial da

obesidade e resisténcia a insulina induzida por dieta rica em gordura (ELIAS et al., 2012;
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SUN et al., 2012). Estes trabalhos sugerem a importancia do VEGF-A na manutencdo da
funcdo desse tecido e que sua deficiéncia pode ser um preditor no desequilibrio de sua
homeostase.

Isso por que, determinadas alteracGes na massa do TA, como em casos de expanséo,
podem alterar consideravelmente a morfologia e as funcdes dos adipocitos ao que se refere
tanto a sua sinalizacdo enddcrina e metabdlica, quanto a secrecdo de fatores pré-angiogénicos
(ARNER et al., 2010; CAO, 2010). Um estudo de D’Eon et al., (2005) com ratas Ovx
demonstrou que o tratamento com o E2 diminui a massa adiposa dos depositos de gordura
intra-abdominal e que essa diminuicdo coincide com a reducdo no tamanho dos adipécitos.
Neste sentido, nosso estudo demonstrou que a Ovx causa a hipertrofia dos adipdcitos. Kléting
et al., (2010) em estudo com individuos obesos e resistentes a insulina, observaram hipertrofia
dos adipdcitos tanto no tecido adiposo visceral omental quanto subcutaneo desses individuos.
Curiosamente, em estudo recente, Sun et al., (2012) demonstraram que a superexpressao de
VEGF-A em camundongos transgénicos submetidos a 8 semanas de dieta hipercaldrica,
promoveu 0 aumento do gasto energético e diminuicdo da hipertrofia dos adipdcitos no TAB.

Weisberg et al., (2003) sugerem que o tamanho do adipd6cito é um forte preditor do
percentual de macréfagos no tecido adiposo. Corroborando com isto, um estudo recente do
nosso grupo e mesmas condi¢Bes metodoldgicas do presente trabalho, observou em ratas Ovx
e adipdcitos hipertrofiados, um aumento significativo da expresséo génica tanto de citocinas e
macrofagos pro-inflamatorios quanto de genes lipogénicos no TAV (STOTZER, 2013).
Sendo assim, a Ovx parece também promover expressivas perturbacdes no metabolismo deste
tecido.

Desta forma, os adipocitos hipertroficos estdo sujeitos a multiplos estressores
citotoxicos que incluem o estresse do reticulo citoplasmatico, hipdxia, Tnf-a aumentado,

espécies reativas de oxigénio (EROs) e acidos graxos livres (CINTI et al., 2005). Neste
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sentido, em outro estudo de nosso grupo, Rodrigues et al., (2013), demonstraram que a Ovx
causa significativo aumento nos biomarcadores de estresse oxidativo e diminuicdo de
moléculas antioxidantes no figado.

Apesar de ndo termos encontrado diferenca significativa, houve uma diminuicdo de
25% na densidade dos adipocitos das ratas Ovx com expressiva correlacdo negativa (R= -
0,72) entre a hipertrofia e hiperplasia dos adipécitos no TAV dessas ratas. Esses resultados,
juntamente com a hipertrofia observada, sdo preocupantes visto que estudos demonstram que
individuos com adipdcitos hipertrofiados e adipogénese reduzida, possuem potencial para o
desenvolvimento de resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (DUBOIS et al., 2006; ISAKSON
et al., 2009). Neste contexto, Hoffstedt et al., (2010) em estudo com humanos, demonstraram
gue independentemente da massa corporal e sexo, a hiperplasia das células adiposas viscerais
foram significativamente associadas a um 6timo perfil de glicose, insulina e lipideos, sem
evidéncia de diabetes ou dislipidemia, quando comparado a hipertrofia dos adipécitos desses
individuos. No entanto, parece que o aumento no tamanho da célula de gordura, e
principalmente associado a reducdo na capacidade adipogénica das células progenitoras de
diferentes depdsitos de gordura, que ocorrem durante o curso da obesidade, podem contribuir
para a disfuncéo do tecido adiposo (KLOTING et al., 2010).

Pudemos observar até entdo, no presente estudo, que a Ovx causou hipertrofia dos
depdsitos de gordura visceral, e que estes depositos possuem niveis reduzidos de VEGF-A,
sugerindo ndo ter havido efetiva concretizacdo do processo angiogénico neste tecido. E
necessario ressaltar que, tanto para expansdo quanto para a adipogénese do TA, torna-se
essencialmente necessaria a ativacdo do processo de neovascularizagdo a fim de garantir a
oxigenacdo e, portanto, nutricdo adequada desse tecido (SUN; KUSMINSKI; SCHERER,

2011). Uma vez que isso ndo ocorre, o tecido pode entrar em estado hipoxico (YE, 2011).
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Pang et al., (2008) demonstraram que a densidade vascular encontra-se reduzida no
TAB de camundongos obesos (ob/ob) e que esta reducdo associa-se a infiltracdo de
macrofagos, sugerindo que a angiogénese estd reduzida no tecido adiposo durante a
obesidade. Neste contexto, em nosso estudo, observamos que a Ovx promoveu expressiva
diminuicdo da densidade vascular do TAV, provavelmente em decorréncia dos niveis
reduzidos de VEGF-A, sugerindo que, possivelmente esse tecido encontra-se em estado
hipdxico. Por outro lado, Sun et al., (2012), demonstraram que a superexpressao de VEGF-A,
promove angiogénese e supressdo da hipoxia e fibrose do TAB em camundongos tratados
com dieta rica em gordura.

Desta forma, acreditamos que a Ovx, culminando no aumento da massa corporal,
hipertrofia dos adipdcitos e diminuicdo da angiogénese, possa ter contribuido para um
desequilibrio tanto no metabolismo quanto na vascularizacdo, e, portanto, na homeostase do
TAV das ratas do nosso estudo.

Diante dos efeitos negativos observados na pds-menopausa e em modelos de Ovx,
cada vez mais estudos tém sido realizados, visando encontrar estratégias que possam prevenir
ou minimizar esses efeitos. Com base nisso, algumas modalidades de exercicios fisicos tem
sido recomendadas, incluindo os exercicios continuos e intermitentes, exercicios de
flexibilidade e treinamento resistido (LEITE et al., 2010). Todavia, dentre todos, pouco se
sabe sobre a intervencdo do treinamento resistido de alta intensidade sobre esses parametros,
principalmente no TAV.

Pudemos observar resultados interessantes sobre o protocolo de treinamento resistido
(TR) e tecido adiposo tanto nas ratas Ovx quanto ratas ndo-ovariectomizadas (ndo-Ovx).
Inicialmente, quando ratas ndo-Ovx foram submetidas ao TR, sua ingestdo alimentar e massa
corporal estavam reduzidas e estaveis em relacdo aos demais grupos, durante todo o periodo

de treinamento. Ao final de 10 semanas, de fato, o TR diminuiu significativamente a massa
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corporal dessas ratas em relacdo as sedentarias. No entanto, curiosamente observamos um
aumento expressivo no numero de adipocitos do tecido adiposo visceral dessas ratas. Diante
disto, especulamos que possa ter ocorrido um fenémeno denominado "browning" dos
adipdcitos, que se caracteriza na transdiferenciacdo do adipdcito branco em marrom, e que
parece estar relacionado ndo somente ao estimulo da exposicdo ao frio, como também ao
estimulo adrenérgico advindo do exercicio fisico (CINTI, et al., 2012; DE MATTEIS et al.,
2013). Neste contexto, parece que esse processo de transdiferenciacdo pode ter corroborado
para a homeostase metabdlica desses animais, aumentando o gasto energético e controlando a
ingestdo alimentar e massa corporal.

Barbatelli et al.,, (2010) demonstraram que em camundongos nocauteados para
receptores adrenérgicos beta3 no tecido adiposo branco (TAB), ndo apresentaram o fenémeno
da transdiferenciacdo. No entanto, animais com menor plasticidade do tecido adiposo, isto é,
menor capacidade de transdiferenciacdo, tem maiores chances de desenvolver obesidade e
diabetes tipo 2 (FELDMANN et al., 2009). Outro fator importante e recentemente descoberto
que corrobora com este fendmeno, € a producdo do horménio irisina pelo masculo esquelético
durante o exercicio fisico. Tem sido demonstrado que este horménio induz a
transdiferenciacdo do tecido adiposo branco em camundongos além de melhorar o quadro de
resisténcia insulinica e obesidade de camundongos com obesidade induzida pela dieta
(BOSTROM et al., 2012). As investigacGes do presente estudo sdo limitadas em relagdo aos
parametros citados acima, no entanto, parece conveniente especular que esse protocolo de TR
foi positivo para homeostase do TAV visceral das ratas ndo-Ovx.

Os mecanismos pelos quais 0 TR modula os niveis de VEGF-A e angiogénese no
tecido adiposo séo praticamente escassos. No entanto, existem estudos com exercicio aerobio

agudo e cronico, principalmente agudo, demonstrando que o exercicio/treinamento modulam
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0s niveis de VEGF-A e angiogénese no muasculo esquelético (ASANO et al., 1998;
GUSTAFSSON et al., 1999; GAVIN et al., 2000; BIROT et al., 2003; GAVIN et al., 2004).

Curiosamente, apesar de termos encontrado hiperplasia dos adipocitos do TAV do
grupo Sham-Tr em relagdo ao Sham-Sed, nédo foi observado aumento da angiogénese ao final
das 10 semanas de treinamento. N&do foram mensuradas as respostas agudas nestas variaveis,
tampouco ao longo dos dias de treinamento, mas € possivel que tenha havido diferentes tipos
de modulacBes nas mesmas, desde o inicio até o ultimo dia de treino. Isto por que, Richardson
et al., (2000) em estudo com humanos, realizando extensdo do joelho através de ergbmetro,
observaram nos musculos do quadriceps, um aumento expressivo no RNAmM de VEGF-A
numa unica sessao de exercicio (agudo), e depois de 8 semanas de treinamento (crénico) esses
niveis foram totalmente atenuados. Interessantemente, Lloyd et al., (2003) em programa de 24
dias de treinamento em esteira com ratos, encontrou aumento na expressdo génica e niveis
proteicos de VEGF-A no musculo esquelético (gastrocnémio branco) somente durante a fase
inicial do treinamento e esses niveis diminuiram gradualmente com o progresso do treino,
retornando aos valores iniciais. No entanto, a angiogénese foi observada somente a partir do
dia 12 de treinamento, o0 que sugere que o0 VEGF-A contribui para angiogénese durante a fase
inicial do programa de treino. Mediante 0s nossos achados e os trabalhos descritos acima, nds
especulamos que nosso protocolo de treinamento promoveu comportamento similar, mesmo
se tratando de metodologias e tecidos diferentes. Ao que parece, ocorre uma adaptacdo do
VEGF-A frente ao treinamento crénico, sendo este entdo, atenuado no estado treinado, o que
caracteriza um possivel mecanismo de feedback negativo. Estudos mais especificos séo
necessarios para se caracterizar 0 processo angiogénico no TAV mediante um programa de
treinamento resistido agudo e/ou cronico.

A partir de agora iremos descrever os efeitos do TR nas ratas Ovx. A associagdo do

treinamento com a ovariectomia apresentou efeitos distintos aos observados em ratas nao-
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Ovx. O TR ao final de 10 semanas foi capaz de controlar o perfil hiperfagico observado nas
ratas Ovx, no entanto, ndo diminuiu a massa corporal dessas ratas. Leite et al., (2009)
estudando a Ovx e TR, também ndo observaram diferenca na massa corporal das ratas, no
entanto, encontraram diminuicdo no conteudo lipidico de diferentes depositos de gordura, e
melhora no perfil lipidico dessas ratas. Por outro lado, no nosso estudo, ndo observamos
reducdo no tamanho e nem no numero dos adipdcitos, sugerindo que provavelmente o
conteddo lipidico dos depositos de gordura do TAV ndo deve ter sido alterado com o
treinamento. O ganho de massa corporal, hipertrofia do adipocito e resisténcia a insulina, por
exemplo, parecem estar associadas a uma atividade reduzida do sistema nervoso central
(SNC) e reduzido turnover de noradrenalina no TAM (DE MATTEIS et al., 2013), sugerindo
diminuicdo da termogénese e gasto energético, que poderia explicar o porqué de ndo termos
observado mudancas na massa e hipertrofia dos adipdcitos frente ao TR.

Apesar das diferencas metodoldgicas, estudos demonstram a efetividade do TR em
promover aumento da for¢a muscular, diminui¢do da massa corporal total e do percentual de
massa adiposa de mulheres na p6s-menopausa (TEIXEIRA et al., 2003; BOCALINI et al.,
2009; FJELDSTAD et al., 2009). Estes resultados contrastam com 0S nossos, Visto que nosso
protocolo ndo foi eficiente em prevenir 0 aumento da massa corporal e aumento dos
adipdcitos das ratas Ovx. Neste contexto, Orsatti et al., (2008) em protocolo de 12 semanas de
TR, trés séries de 8 a 12 repeticdes a 60-80% de 1 repeticdo maxima (LRM), com 90 a 120
segundos de descanso entre as séries, demonstrou que apesar de ter promovido aumento da
massa muscular, ndo houve alteragdo na massa corporal total e massa de gordura, em
mulheres na pds- menopausa.

Curiosamente, Pighon et al., (2009) em protocolo TR em escada, com cargas
progressivas, 4 vezes na semana, com e/ou sem restricdo alimentar e no periodo de 8 semanas,

demonstraram que a combinacdo do programa de treinamento resistido juntamente com a
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restricdo alimentar, reduziu a massa corporal, triacilglicer6is no figado, reducdo na
acumulacdo lipidica nos adipocitos e melhora da sensibilidade a insulina de ratas
ovariectomizadas. Por outro lado, esse comportamento ndo se manteve quando a restricdo
alimentar foi abolida e somente o TR foi mantido, sugerindo a importancia de se associar o
programa de TR a um programa de restricdo alimentar, o que poderia explicar nossos
resultados. Adicionalmente, Avila et al., (2010) demonstraram que o TR moderado durante
perda de peso induzida por dieta, melhora a composicdo de massa muscular e reduz a massa
corporal total de adultos obesos e com sobrepeso, sendo que essas mudancgas nao foram
observadas somente com o programa de perda de peso.

Diante disso, podemos especular que o0 TR é um componente importante contra 0s
efeitos deletérios da menopausa, no entanto, 0 nosso protocolo de treinamento resistido por si
s0, parece ndo ter sido eficiente em prevenir as alteracbes na massa corporal total e
morfologia dos adipocitos do TAV de ratas Ovx. Desta forma, denota-se a importancia em se
estabelecer um programa de treinamento com volume, carga, intensidade e periodo de
descanso adequados diante do objetivo a ser alcangado. Adicionalmente, a associacdo da
restricdo alimentar e TR parece ser mais efetivo no controle da homeostase energética de ratas
Ovx.

Czarkowska-Paczack et al., (2011) mostraram que 6 semanas de treinamento em
esteira causa upregulation do RNAm de VEGF-A, no entanto, 0 mesmo nao ocorreu com seus
niveis proteicos. Similarmente, em nosso estudo, 0 TR mostrou-se capaz de restaurar a
expressao do RNAmM de VEGF-A no TAV, antes reduzida frente a ovariectomia, mas em
contra partida ndo preveniu a diminui¢cdo nos niveis proteicos de VEGF-A. Os niveis de
sinalizacdo proteica determinam o fendtipo celular bem como sua plasticidade em resposta a
sinais externos. Entretanto, essa discrepancia entre niveis de RNAmM e proteina, sugere a

importancia de mecanismos de controle adicionais, além da regulagdo transcricional
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(PRADET-BALADE et al., 2001; CZARKOWSKA-PACZACK et al., 2011). N&o é possivel
afirmar quais mecanismos tenham promovido a diferenca entre a expressdo génica e
concentracdo proteica de VEGF-A, frente ao treinamento resistido nas ratas Ovx. No entanto,
atualmente é evidenciado que pequenas moléculas de RNA, os chamados microRNAs
(miRNAs), possuem a habilidade de suprimir a expressdo génica tanto pela ligacdo em
regides-alvo do RNAm quanto pela inibicdo da traducdo ou degradacdo do RNAmM
(MCGREGOR; CHOI, 2011), em diferentes tipos de células, como tecido muscular
esquelético (DRUMMOND et al., 2008) e tecido adiposo (MCGREGOR; CHOI, 2011). Isto
por que, em mamiferos, diferentes condicdes fisioldgicas podem modular esse turnover, visto
gue miRNAs podem funcionalmente interagir com uma variedade de fatores, incluindo a
apoptose, fatores de crescimento, exposicdo hormonal, estresse, fumo, nutricdo, exercicio
fisico, dentre outros (BEVILACQUA et al., 2003; WANG; CUI, 2012).

O treinamento resistido moderado promove repetida e moderada exposi¢ao ao estresse
oxidativo, estimulando a adaptacdes que reduzem o insulto oxidativo, como a reducdo de
superéxido (O,7) e aumento na producdo de células enzimaticas antioxidantes (FENSTER et
al., 2002). Em contraponto, Margonis et al., (2007) demonstraram em protocolo de
treinamento resistido em humanos, volume/intensidade aumentados progressivamente até a
condi¢do overtraining, induziu a respostas pronunciadas nos biomarcadores de estresse
oxidativo de maneira proporcional a carga de treinamento.

No entanto, apesar de ndo termos realizado nenhuma analise do estresse oxidativo no
TAV dessas ratas, nos parece sensato especular que este protocolo de treinamento resistido de
alta intensidade, associado aos efeitos deletérios da condigdo ovariectomia, causou uma
somatizagdo desses efeitos, caracterizando-se similarmente a condigdo “overtraining”. Essa
nossa linha de raciocinio baseia-se em resultados recentes encontrados por nosso grupo, o

qual demonstrou que este protocolo, além de ndo ter sido capaz de prevenir os danos
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oxidativos hepético promovidos pela Ovx, promoveu o aumento dos marcadores de estresse
oxidativo no figado das ratas (RODRIGUES et al., 2013). Sendo assim, acreditamos ser
necessario mais estudos envolvendo a metodologia deste programa de treinamento resistido e
tecido adiposo, a fim de entender as diferencas encontradas entre 0s animais ndo-Ovx e Ovx.
Em conclusdo, os principais resultados deste trabalho evidenciaram que a Ovx
promoveu a hipertrofia dos adipdcitos, a reducdo nos niveis de VEGF-A e na densidade
microvascular dos adipdcitos no TAV de ratas. No entanto, 0 nosso protocolo de treinamento
resistido, que foi empregado como possivel ferramenta ndo farmacoldgica para prevencao
dessas alteracdes, contrariando nossa hipétese, ndo foi eficiente em preveni-las. Sugerimos
gue em trabalhos futuros, sejam priorizados o entendimento do treinamento resistido e tecido
adiposo em ratas Ovx, através de adaptacdes nas varidveis intensidade/volume/frequéncia de
treinamento resistido, associadas a dieta padrdo e/ou dieta restrita e ao tratamento com o

horménio estradiol, juntamente com os eventos moleculares e fisiolégicos envolvidos.
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