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APRESENTACAO

O primeiro contato com o Professor Dr. Sérgio Eduardo de Andrade Perez foi
um convite feito para participacdo na minha banca de mestrado, qualificacdo e defesa.
Neste processo, tivemos a oportunidade de conversar sobre o interesse em ingressar no
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas da UFSCar. No mestrado realizei
um trabalho experimental sobre os efeitos do exercicio fisico sobre varidveis
imunolégicas, especificamente, citocinas e funcionalidade de linfocitos. Neste sentido, o
Professor Sérgio manifestou o interesse em introduzir esta nova linha de pesquisa no
Laboratorio de Fisiologia do Exercicio da UFSCar, tendo surgido assim o convite para
fazer um estagio no laboratorio. Apds um ano de experimentos e trabalhos de alunos de
mestrado, nos quais pude participar ativamente, fui matriculado no programa em nivel
de doutorado. Um dos projetos que tive participacdo gerou o seguinte trabalho
submetido a publicagdo:

Ferreira FC, Medeiros Al, Nicioli C, Nunes JED, Shiguemoto GE, Prestes J, Verzola
RMM, Baldissera V, Perez SEA. Circuit resistance training in sedentary women:
body composition and serum cytokine levels. Appl Physiol Nutr Metab, 2009.

Outro trabalho que tive participacdo foi o da Profa. Rita Marqueti, aluna de
doutorado da Profa. Dra. Heloisa Sobreiro Selistre-de-Araujo vinculada ao
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFSCar. Neste estudo foi avaliada a
expressdo da metaloprotease de matriz-2 (MMP-2), morfologia e aspectos mecanicos de
tenddes e musculos de ratos submetidos ao treinamento de carga mecanica associado ao
uso de esterdide anabolizante. As seguintes publicagdes e submissdes foram geradas:

Marqueti RC, Prestes J, Stotzer, US, Paschoal M, Leite RD, Perez SE, Selistre-de-
Araujo HS. MMP-2, jumping exercise and nandrolone in skeletal muscle. Int J

Sports Med, v.29, p.559-63, 2008a.



Marqueti RC, Prestes J, Paschoal M, Ramos OHP, Perez SEA, Carvalho HF,
Selistre-de-Araujo HS. Matrix metallopeptidase 2 activity in tendon regions: effects
of mechanical loading exercise associated to anabolic-androgenic steroids. Eur J

Appl Physiol, v.104, p.1087-93, 2008b.

Marqueti RC, Prestes J, Wang CC, Ramos OHP, Perez SEA, Carvalho HF, Selistre-
de-Araujo HS. Biomechanical responses of different rat tendons to decanoate
nandrolone and load exercise. Biomech Mod Mechanobiol, 2009.

Tanto o trabalho com as mulheres de meia idade (Ferreira e colaboradores),
quanto os trabalhos no Laboratorio de Biologia Molecular foram essenciais para a
minha formacgdo, possibilitando a padronizacdo do treinamento de forga, dosagem de
citocinas e aprendizado das técnicas nesta area.

Um dos interesses do Laboratdrio de Fisiologia do Exercicio tem sido estudar os
efeitos do treinamento de for¢a sobre a composi¢ao corporal, forca, sinalizadores do
remodelamento muscular e biomarcadores inflamatorios. Na seqiiéncia dos estudos
supracitados resolvemos estudar com um modelo experimental de menopausa, os efeitos
do treinamento de forca sobre a expressao de MMP-2 no musculo esquelético e, as
alteracdes nos marcadores inflamatodrios sistémicos em mulheres idosas menopausadas.

Por conseguinte, o trabalho de doutorado ficou dividido em duas grandes
pesquisas: uma com ratas ovariectomizadas submetidas ao treinamento de forca e outra
com mulheres idosas menopausadas que também realizaram treinamento de forga. A
razdo para a escolha das ratas ovariectomizadas ¢ que este técnica tem sido utilizada
como modelo experimental de menopausa e, como o objetivo foi analisar o
remodelamento muscular por meio da atividade da MMP-2 em diferentes musculos, o
modelo animal tornou-se mais vidvel e aplicavel. Este projeto originou também dados

do metabolismo intermediario, remodelamento de tenddes e liberagdo de



neurotransmissores em diferentes areas do encéfalo, que sdo objetos de estudo do
Laboratério de Fisiologia do Exercicio com a insercdo de trés alunos de mestrado:
Richard Diego Leite, Guilherme Borges Pereira e Josiane de Oliveira Duarte.

Por meio da parceria com o Laboratorio de Biologia Molecular da Profa. Dra.
Heloisa Sobreiro Selistre-de-Araujo e com a ajuda da Profa. Rita de Céssia Marqueti foi
realizada a andlise da MMP-2 em diferentes musculos nas ratas ovariectomizadas. O
objetivo deste estudo foi investigar a atividade da MMP-2 nos musculos gastrocnémio,
soleo, tibial anterior (TA) e extensor longo dos dedos (EDL) apos treinamento de forga.
Outro objetivo foi analisar a influéncia da ovariectomia sobre o remodelamento
muscular, por meio da atividade da MMP-2. O resultado deste trabalho apresentado no
corpo da Tese na forma de artigo foi aceito para publicacdo no periddico internacional
indexado Applied Physiology Nutrition and Metabolism (APNM):

Manuscrito I — aceito no periddico Applied Physiology Nutrition and
Metabolism (Apéndice I):

Prestes J, Marqueti RC, Shiguemoto GE, Leite RD, Pereira GB, Selistre-de-Araujo
HS, Baldissera V, Perez SEA. Effects of ovariectomy and resistance training on
MMP-2 activity in skeletal muscle. Appl Physiol Nutr Metab, in press, 2009.

A atividade da MMP-2 se manifesta em diversos tecidos, assim sendo, o
musculo cardiaco e os ossos foram coletados estando em fase de processamento, o que
ensejara novas publicacdes do Laboratdrio. No soro destes animais sera realizada a
mensuracdo de citocinas relacionadas ao metabolismo 6sseo. Outro aspecto que esta
sendo analisado ¢ a morfologia da area de seccao transversal dos musculos soleo e tibial
anterior associada a expressdo génica de alguns sinalizadores de hipertrofia e atrofia.

O modelo experimental em ratas ovariectomizadas tem como vantagem uma

analise mais invasiva e, portanto, mais aprofundada sobre o remodelamento muscular.



No entanto, ¢ preocupagdo do Laboratorio estabelecer relagdes entre a pesquisa basica e
a aplicada, deste modo, foi desenvolvido paralelamente um estudo dos marcadores
inflamatorios sistémicos que também podem influenciar o remodelamento muscular
frente ao treinamento de for¢a em mulheres idosas na menopausa.

A parte experimental, especificamente, o treinamento de for¢a durante 12
meses foi concluida, e a analise de outros biomarcadores, além daqueles apresentados
nesta tese, encontra-se em desenvolvimento sob responsabilidade dos alunos de
doutorado, Gilberto Eiji Shiguemoto e Jodo Paulo Botero.

E desejavel que um projeto com tal abrangéncia seja desenvolvido com
parcerias de Laboratdrios que compartilham dos mesmos interesses cientificos. Deste
modo, o grupo de pesquisa liderado pela Profa. Dra. Claudia Regina Cavaglieri,
coordenadora do Programa de Pés-Graduagdo em Educagdo Fisica da Universidade
Metodista de Piracicaba foi convidado para participar ativamente nas dosagens e
compilacdo dos dados dos marcadores inflamatérios sistémicos, considerando a vasta
experiéncia deste grupo nesta area.

A relevancia dos resultados obtidos permitiu a elaboragdo do segundo artigo
cientifico apresentado no corpo desta Tese, submetido a publicagio na revista
internacional indexada Journal of Sports Sciences.

Manuscrito II - submetido ao periédico Journal of Sports Sciences (Apéndice
I):

Prestes J, Shiguemoto GE, Botero JP, Frollini AB, Dias R, Leite RD, Pereira GB,
Magosso RF, Baldissera V, Cavaglieri CR, Perez SEA. Effects of Resistance
Training on Resistin, Leptin, Cytokines and Muscle Force in Elderly Post-

Menopausal Women.
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RESUMO

As metaloproteases de matriz (MMPs) s3o cruciais para manuten¢do do tecido saudavel.
O objetivo deste estudo foi investigar a atividlade da MMP-2 nos musculos
gastrocnémio, soleo, tibial anterior (TA) e extensor longo dos dedos (EDL) apoés
treinamento de forca em ratas ovariectomizadas. Ratas Wistar adultas foram alocadas
nos grupos: sedentario (Sed-Intacto); sedentario ovariectomizado (Sed-Ovx); sedentario
pseudo-ovariectomizado (Sed-Pseudo); exercicio agudo (AgudoEx-Intacto); exercicio
agudo ovariectomizado (AgudoEx-Ovx); treinamento de for¢a (CronicoEx-Intacto) e
treinamento de forga ovariectomizado (CronicoEx-Ovx) (n= 10 por grupo). Foi
utilizado um treinamento de for¢a de 12 semanas no qual os animais escalaram uma
escada vertical de 1,1-m com pesos presos as suas caudas. As sessoes foram realizadas
com intervalo de trés dias, 4-9 escaladas e 8-12 movimentos dindmicos por escalada. A
atividade da MMP-2 foi analisada por zimografia. Houve uma maior atividade da
MMP-2 nos grupos CronicoEx-Intacto e CronicoEx-Ovx e menor atividade no
AgudoEx-Ovx comparado com o grupo Sed-Intacto no séleo (p<0,05). Os grupos Sed-
Ovx e CronicoEx-Ovx apresentaram menor atividade da MMP-2 comparado com o
grupo Sed-Intacto no TA. Houve maior atividade da MMP-2 no AgudoEx-Intacto e
AgudoEx-Ovx comparado com Sed-Intacto e Sed-Ovx no TA, respectivamente
(p<0,05). Nos musculos TA e EDL o treinamento aumentou a atividade da MMP-2
comparado com o grupo Sed-Intacto. Nao foram observadas alteracdes estatisticamente
significativas para o musculo gastrocnémio. O treinamento de for¢a aumenta a atividade
da MMP-2 nos musculos séleo, TA e EDL, o que pode ser importante para o
remodelamento muscular. A ovariectomia reduz a atividade da MMP-2 no TA e EDL,
possivelmente comprometendo a fungdo muscular.

Palavras-chave: treinamento de for¢a, MMP-2, musculo esquelético, ovariectomia,

ratas.



INTRODUCAO

A ovariectomia em animais ¢ um modelo experimental utilizado para mimetizar
a menopausa ¢ induz a uma redugdo na massa muscular (sarcopenia), geracao de forga,
fragdo de miosina de ligagdo forte durante a contracdo ¢ massa Ossea (osteopenia)
(Moran, Warren e Lowe, 2006; Moran et al., 2007). Os mecanismos exatos acerca desse
processo catabolico ndo estdo completamente elucidados. Neste sentido, sdo necessarios
experimentos destinados a estudar o remodelamento muscular e propor as vias
envolvidas. Em contrapartida, a reposi¢do hormonal tem sido utilizada para minimizar
os efeitos da sarcopenia e osteopenia causadas pela ovariectomia e menopausa (Sipila et
al., 2001; Sorensen et al., 2001; Gorzek et al., 2007; Moran et al., 2007). No entanto,
existem alguns riscos associados com esta terapia em humanos, por exemplo, o aumento
na incidéncia de alguns tipos de cancer (mama e Utero), visto que os efeitos colaterais
das dosagens hormonais utilizadas ainda precisam ser mais investigados (Stefanick et
al., 2006; Olson, Bandera e Orlow, 2007; Zhang et al., 2007).

Por outro lado, o treinamento fisico como o exercicio de forca, salto na agua ou
natacdo, corrida em roda ou esteira rolante realizados por roedores resulta em
adaptacgdes positivas no musculo esquelético e cardiaco (Allen et al., 2001; Hornberger
Jr e Farrar, 2004), osso (Yao et al., 2004; Shiguemoto et al., 2007), e sistema imune
(Kapasi et al., 2003; Prestes et al., 2008). No que se refere ao musculo esquelético, este
tecido ¢ circundado pela matriz extracelular (MEC) que fornece suporte estrutural,
protecdo e manutencdo para a funcdo das fibras musculares (Birkedal-Hansen, 1995). A
MEC intramuscular aumenta com o exercicio fisico, (Kjaer, 2004) e sua manutencao
depende de uma variedade de enzimas proteoliticas, como as metaloproteases de matriz

(MMPs). As MMPs sao usualmente encontradas nos tecidos como pr6-MMPs (Kjaer,



2004) e sua expressdo ¢ altamente regulada por fatores de crescimento, citocinas
produzidas durante o remodelamento tecidual (Carmeli et al., 2004), agentes
bioquimicos e interacdes célula-MEC (Lluri e Jaworski, 2005). Estas MMPs sao
cruciais para manutencdo do tecido saudavel. A MMP-2 exerce um papel essencial na
proliferacdo e diferenciagdo miofibrilar, recuperagdo apos dano e homeostasia do tecido
conjuntivo local (Carmeli et al., 2004; Lluri e Jaworski, 2005). Uma das MMPs mais
importantes associadas com a fung¢do e disfun¢do do musculo esquelético ¢ a MMP-2
(Matrisian, 1992). Tendo em vista que a ovariectomia causa redu¢do na massa muscular
e a MMP-2 esté relacionada com a manutengdo do musculo esquelético, a auséncia de
importantes hormonios anabolicos pode modular a atividade da MMP-2 muscular.
Recentemente, nds mostramos que o remodelamento do tenddo de ratos pode ser
comprometido quando dois tipos de Esterdides Anabdlicos-Androgénicos (EAA)
(Decadurabolin e Durateston) sdo associados com ou sem o exercicio de cargas, como
resultado da reducdo da atividade da MMP-2 (Marqueti et al., 2006). Outro estudo do
nosso grupo mostrou que o exercicio com sobrecarga aumenta a atividade da MMP-2
nos musculos gastrocnémio e soleo, o que foi abolido pela administracdio de EAA
(Marqueti et al., 2008a). Alguns estudos na literatura algaram a necessidade da
investigacdo do remodelamento do tenddo e musculo esquelético, e moléculas de
sinalizacdo muscular como as MMPs em ratas (Heinemeir et al., 2007), especialmente
com relacdo aos processos de adaptagdo fisioldgica induzidos pela ovariectomia
(Gorzek et al., 2007; Moran et al., 2007). Foi demonstrado que o treinamento de forca
exerce um potencial efeito sobre a hipertrofia muscular (Hornberger Jr e Farrar, 2004),
sendo assim, esta modalidade de exercicio pode ser importante para a atividade da

MMP-2 e manutenc¢do da fun¢ao muscular.
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No entanto, ndo foram encontrados estudos que investigaram os efeitos do
exercicio de forga sobre a atividade da MMP-2 em ratas ovariectomizadas. Em vista das
informagdes mencionadas acima, o objetivo deste estudo foi investigar a atividade da
MMP-2 nos musculos gastrocnémio, séleo, tibial anterior (TA) e extensor longo dos
dedos (EDL) apds treinamento de forca. Adicionalmente, este estudo teve como
objetivo analisar a influéncia da ovariectomia sobre o remodelamento muscular, por
meio da atividade da MMP-2. Nossa hipdtese era que o exercicio de forca poderia

minimizar os efeitos deletérios da ovariectomia sobre o remodelamento muscular.

METODOS

Animais

Foram utilizadas 70 ratas Wistar (Rattus novergicus var. albinus, Rodentia,
Mammalia) com 13 semanas e peso inicial de aproximadamente 2504+30g, obtidas do
biotério da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), SP, Brasil. Os animais
tiveram acesso livre a 4gua e ragdo, foram mantidos em gaiolas coletivas (5 ratas por
gaiola) numa temperatura constante de 23+2°C, ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro,
com luzes acesas das 06:00 h as 18:00 h. Todos os animais foram alimentados com
Labina® (uma dieta com ragdo padrdo para ratos fornecida pela Purina, Brasil). A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de FEtica para Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos (n’. protocolo 048/2007). Todos os procedimentos
com os animais foram conduzidos de acordo com o guia de cuidados e manuseio de
animais laboratoriais dos Estados Unidos da América (National Research Council’s,

1996).
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Grupos Experimentais

Os animais foram randomicamente distribuidos em sete grupos experimentais
(10 animais por grupo) na seguinte ordem: 1) sedentario (Sed-Intacto); 2) sedentario
ovariectomizado (Sed-Ovx); 3) pseudo-ovariectomizado (Sed-Pseudo); 4) exercicio
agudo (AgudoEx-Intacto); 5) exercicio agudo ovariectomizado (AgudoEx-Ovx); 6)
treinamento de for¢ca (CronicoEx-Intacto) e 7) treinamento de for¢a ovariectomizado

(CronicoEx-Ovx).

Grupos sedentarios e pseudo- ovariectomizado

Os animais sedentarios e pseudo-ovariectomizados foram mantidos em suas
gaiolas durante trés meses sem nenhum tipo de exercicio. O grupo pseudo-
ovariectomizado foi submetido aos procedimentos de cirurgia sem remog¢ao dos ovarios.

Os animais do grupo sedentario ovariectomizado tiveram seus ovarios removidos.

Grupos de exercicio agudo

Depois de trés meses de alojamento os grupos de exercicio agudo AgudoEx-
Intacto ¢ AgudoEx-Ovx foram adaptados ao exercicio de for¢a (uma sessdo) e suas
cargas maximas foram determinadas em outra sessdo. Apods estes procedimentos, trés

dias apds, os animais realizaram apenas uma sessao aguda de exercicio de forga.
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Grupos treinados

Os animais treinados CronicoEx-Intacto e CronicoEx-Ovx realizaram 12
semanas de exercicio de forca. O treinamento foi iniciado no mesmo periodo para

ambos 0s grupos.

Ovariectomia

A ovariectomia e a pseudo-ovariectomia foram realizadas quando os animais
completaram 13 semanas de idade, de acordo com a técnica descrita por Kalu (1991) e o
anestésico utilizado foi o éter etilico. Todos os animais submetidos aos procedimentos

da cirurgia tiveram uma semana de recuperagao.

Treinamento de forca

O treinamento de forca de 12 semanas foi realizado uma vez a cada trés dias.
Inicialmente, as ratas foram adaptadas ao protocolo de treinamento de forca que exigia
que os animais escalassem uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degrau de 2-cm,
inclinagdo de 80°) com pesos presos as suas caudas. O tamanho da escada fazia com
que os animais realizassem §-12 movimentos por escalada. O aparato de carga foi preso
a por¢ao proximal da cauda com uma fita auto-adesiva. Com o aparato fixado a cauda as
ratas foram colocadas na parte inferior da escada e familiarizadas com a escalada. Caso
necessario um estimulo com pinga era aplicado na cauda do animal para iniciar o

movimento. No topo da escada as ratas alcangavam uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde
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descansavam durante 120 segundos. Este procedimento foi repetido até que os animais
conseguissem voluntariamente escalar a escada, trés vezes consecutivas, sem estimulo.

Trés dias apos esta familiarizag@o, a primeira sessao de treinamento consistiu de
4-8 escaladas na escada com cargas progressivamente mais pesadas. A escalada inicial
consistia em carregar uma carga de 75% do peso corporal do animal. Em seguida, era
adicionado um peso de 30g até uma carga com a qual a rata ndo conseguia escalar toda
a escada fosse atingida. A falha em escalar foi determinada quando o animal nao
conseguia progredir na subida da escada apés trés estimulos sucessivos na cauda. A
maior carga carregada por toda a escada foi considerada como a capacidade maxima de
carregamento da rata para aquela sessdo de treinamento.

As sessOes de treinamento consistiam de quatro escalas na escada, com 50%,
75%, 90% e 100% da capacidade méxima de carregamento do animal, determinada na
sessdo anterior. Durante as escaladas subseqiientes eram adicionados 30g até que uma
nova capacidade méaxima de carregamento fosse determinada. O protocolo de
treinamento de forca foi adaptado de Hornerberg e Farrar (2004), de acordo com as

necessidades do presente estudo.

Determinacdo da MMP-2 no musculo

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo imediatamente apods a ultima
sessdo de exercicio de forca e apos as sessdoes agudas. Em seguida, os musculos
gastrocnémio, soleo, tibial anterior (TA) e extensor longo dos dedos (EDL) foram
removidos de ambas as patas posteriores. Os musculos foram congelados em nitrogénio

liquido e armazenados a —84°C para a analise bioquimica.
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As amostras de musculo foram tratadas conforme ja descrito por Cleutjens et al.
(1995) para extratos musculares. O tecido congelado (25 mg) foi incubado em 2mL de
tampao de extragdo (10mM 4acido cacodilico, pH 5,0; 0,15M NaCl; 1M ZnCl,; 20mM
CaCl,; 1,5mM NaNs; 0,01% Triton X- 100 [v/v]), a 4°C, em agitacdo continua, por um
periodo de 24 horas. Apds este periodo, a solugdo foi centrifugada por 10 minutos
(13000 x g a 4°C). As amostras foram concentradas para 20 pg de proteina total em
cada poco dos géis poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10% com 1mg/mL de gelatina. Apo6s
a eletroforese, os géis foram lavados duas vezes em 2,5% de Triton X-100 para remover
o SDS. Os géis foram incubados no tampdo de substrato (50mM Tris-HCI, pH 8,0;
5mM CaCly; 0,02% NaNj3) a 37°C durante 20 horas. Os géis foram entdo corados com
Coomassie brilliant blue por 1 hora e 30 minutos e descorados com 4acido
acético:metanol: agua (1:4:5) para visualizacdo da atividade das bandas. Foram
avaliadas amostras de 10 animais em cada grupo para garantir a precisdo e linearidade
das andlises, e cada amostra foi normalizada para a quantidade total de proteina
incluida. Os géis foram fotografados com uma cadmera Canon G6 Power Shot 7.1 mega
pixels (Virginia, USA). As médias de intensidade de banda foram mensuradas por meio
do software Gene Tools. As bandas encontradas em todos os grupos foram de 72—62
kDa, sugerindo a ativagdo da MMP-2 conforme proposto por Birkedal-Hansen (1995).

A banda ativa foi enfatizada de acordo com a proposta de Marqueti et al. (2008a).

Anadlise estatistica

Todos os dados foram apresentados pela média + erro padrao da média (SEM).

A andlise estatistica foi inicialmente realizada pelo teste de normalidade Kolmorogorov-

Smirnov e pelo teste de homocedasticidade (critério de Bartlett). Todas as varidveis
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apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade, entdo foi utilizado o teste
Anova two-way (levando-se em consideragdo as variaveis treinamento de forga x
ovariectomia). Na analise da capacidade maxima de carregamento foi utilizado o teste
Anova two-way (levando-se me consideragdo as varidveis ovariectomia x tempo). Para
os dados de massa corporal (g) dos animais na semana 1 e semana 12, foi utilizado o
Anova three-way (exercicio x ovariectomia x semana). Quando a diferenga apresentada
era significativa, foi aplicado o teste de Tukey para comparagdes multiplas. O software
utilizado foi o Statistica® 6.1 (Stat. Soft Inc., Tulsa, OK, USA) com um nivel de alfa de

0,05.

RESULTADOS

Na massa corporal dos animais ndo houve nenhuma interacdo estatisticamente
significativa entre as intervengdes. Isso indica que o aumento na massa corporal da

semana | para a semana 12 foi similar para todos os grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Massa corporal (g) dos animais na semana | e semana 12.
Grupos experimentais

(=10 por grupo) Semana 1 Semana 12
Sed-Intacto 247,7+3.,5 301,1 + 8,8%*
Sed-Ovx 249,0 £ 7.4 283,0£9,7*
Sed-Pseudo 2394 +1,6 287,8 £3,2*
AgudoEx-Intacto 2441 £ 2,1 286,5 +7,0*
AgudoEx-Ovx 236,6 £33 306,1 +5,8%*
CronicoEx-Intacto 246,9 + 7.0 289,0 + 8,2*
CronicoEx-Ovx 246,3 +£3,5 292,6 £ 6,4*

*Diferenga estatisticamente significativa comparado a semana 1. Os valores estdo

apresentados pela média + erro padrao da média, p<0,05.
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Para a carga maxima durante as 12 semanas de treinamento, ndo houve nenhuma
interagdo entre grupo e tempo, indicando que os grupos CronicoEx-Intacto e
CronicoEx-Ovx aumentaram a capacidade maxima de carregamento de maneira similar
durante o treinamento (Figura 1). As cargas aumentaram apos a semana 6 ¢ semana 12
quando comparado com a semana 1, e apos a semana 12 comparado com a semana 6
(Figura 1). Deste modo, ndo houve nenhuma diferenca nas cargas maximas entre ambos

os grupos treinados em forga cronicamente no periodo de 12 semanas.
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FIGURA 1. Carga maxima (g) dos grupos CronicoEx-Intacto e CronicoEx-Ovx nas
semanas 1, 6 e 12. Os valores estdo apresentados pela média + erro padrao da média,
p<0,05 (n = 10 por grupo). *Diferenca estatisticamente significativa comparado com a

semana 1; #Diferenca estatisticamente significativa entre a semana 6 e semana 12.
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Nao foram encontradas interagdes estatisticamente significativas entre as

intervengdes e grupos para a atividade da MMP-2 no musculo gastrocnémio (Figura 2).
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FIGURA 2. Andlise da atividade da MMP por zimografia nos extratos do musculo
gastrocnémio (n = 10 por grupo). A atividade da banda foi expressa em unidades

arbitrarias. Os valores estdo apresentados pela média + erro padrao da média, p<0,05.

No entanto, houve uma interacdo estatisticamente significativa entre as
intervengoes (exercicio de forca x estado ovariano) no musculo séleo. Assim, o grupo
AgudoEx-Ovx apresentou atividade da MMP-2 significativamente menor quando

comparado com todos os grupos experimentais no musculo séleo. Os grupos treinados
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em for¢a (CronicoEx-Intacto e CronicoEx-Ovx) apresentaram maior atividade da MMP-
2 quando comparados com o Sed-Intacto, Sed-Ovx, Sed-Pseudo, AgudoEx-Intacto e
AgudoEx-Ovx, sem diferengas entre CronicoEx-Intacto e CronicoEx-Ovx no musculo

soleo (Figura 3).
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FIGURA 3. Andlise da atividade da MMP por zimografia nos extratos do musculo
soleo (n = 10 por grupo). A atividade da banda foi expressa em unidades arbitrarias. Os
valores estdo apresentados pela média = erro padrao da média, p<0,05. *Diferenca
estatisticamente significativa quando comparado com o Sed-Intacto; #comparado com
Sed-Ovx; &comparado com Sed-Pseudo; $comparado com AgudoEx-Intacto;

@comparado com AgudoEx-Ovx.



19

No musculo TA também houve interagdo significativa entre os grupos,
indicando que a atividade da MMP-2 foi alterada dependendo do estado ovariano. A
ovariectomia (Sed-Ovx) reduziu a atividade da MMP-2 quando comparado com o grupo
Sed-Intacto. O exercicio de for¢ca agudo (AgudoEx-Intacto) induziu a um aumento na
atividade da MMP-2 comparado com o Sed-Intacto, Sed-Pseudo, Sed-Ovx, AgudoEx-
Ovx e CronicoEx-Ovx no musculo TA (Figura 4). O grupo AgudoEx-Ovx apresentou
maior atividade da MMP-2 quando comparado com os grupos Sed-Pseudo, Sed-Ovx e
CronicoEx-Ovx no musculo TA. O treinamento de for¢a (CronicoEx-Intacto) aumentou
a atividade da MMP-2 no musculo TA quando comparado com os grupos Sed-Intacto,
Sed-Ovx, Sed-Pesudo, AgudoEx-Ovx e CronicoEx-Ovx. Diferentemente, o grupo
CronicoEx-Ovx apresentou menor atividade da MMP-2 quando comparado com os

grupos Sed-Intacto, AgudoEx-Intacto, AgudoEx-Ovx e CronicoEx-Intacto (Figura 4).
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FIGURA 4. Andlise da atividade da MMP por zimografia nos extratos do musculo
tibial anterior (TA) (n = 10 por grupo). A atividade da banda foi expressa em unidades
arbitrarias. Os valores estdo apresentados pela média + erro padrao da média, p<0,05.
*Diferenca estatisticamente significativa quando comparado com o Sed-Intacto;
#comparado com Sed-Ovx; &comparado com Sed-Pseudo; $comparado com AgudoEx-

Intacto; @comparado com AgudoEx-Ovx; tfcomparado com CronicoEx-Intacto.

No EDL houve uma interagdo significativa, mostrando que a atividade da MMP-
2 ¢ modificada pelo estado ovariano. A ovariectomia (Sed-Ovx) reduziu a atividade da
MMP-2. Foi observada maior atividade da MMP-2 no CronicoEx-Intacto comparado

com o Sed-Intacto, Sed-Ovx e Sed-Pseudo no EDL. O CrdénicoEx-Ovx apresentou



21

menor atividade da MMP-2 comparado com os grupos Sed-Intacto, Sed-Pseudo,

AgudoEx-Intacto, AgudoEx-Ovx e CronicoEx-Intacto no EDL (Figura 5).
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FIGURA 5. Andlise da atividade da MMP por zimografia nos extratos do musculo
extensor longo dos dedos (EDL) (n = 10 por grupo). A atividade da banda foi expressa
em unidades arbitrarias. Os valores estdo apresentados pela média + erro padrao da
média, p<0,05. *Diferenca estatisticamente significativa quando comparado com o Sed-
Intacto; #comparado com Sed-Ovx; &comparado com Sed-Pseudo; $comparado com
AgudoEx-Intacto; @comparado com AgudoEx-Ovx; fcomparado com CronicoEx-

Intacto.
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DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo a avaliar os efeitos do treinamento de forga sobre a
atividade da MMP-2 nos musculos gastrocnémio, soleo, TA e EDL de ratas
ovariectomizadas. A hipétese inicial levantada pelo nosso estudo foi parcialmente
confirmada, haja vista que a ovariectomia reduziu a atividade da MMP-2 nos musculos
TA e EDL. Outro resultado importante foi que o exercicio de for¢ca aumentou a
atividade da MMP-2 muscular. No entanto, o treinamento de for¢a preveniu a redugdo
na MMP-2 induzida pela ovariectomia apenas no musculo soéleo. Apesar da
ovariectomia, a carga maxima aumentou em propor¢des similares para os grupos

treinados em forga cronicamente.

Os estudos sobre geragdo de forca muscular em animais ovariectomizados
apresentaram diferentes resultados. Por exemplo, McCormick et al. (2004) mostraram
que a forga tetanica isométrica maxima do séleo (Po) ndo foi afetada pela ovariectomia
em ratas jovens. No entanto, Moran, Warren ¢ Lowe (2006) mostraram que durante a
contracdo, a fracdo de ligagdo forte de miosina foi reduzida em fibras de camundongos
fémeas ovariectomizadas. De acordo com os autores esta redu¢do ocorreu na mesma
propor¢do que a reducdo na forca. Em contraste, no presente estudo nos analisamos a
capacidade maxima de carregamento no exercicio de escalada em escada, uma avalia¢ao
mais geral da for¢a que depende de varios musculos, e ndo uma forma isolada como a
utilizada nos estudos citados acima. Por esta razdo, nds propomos a realizacdo de mais
estudos e diferentes tipos de andlises da forca geral e especifica para avaliar estas
alteracdes de performance.

O sarcolema do musculo esquelético possui uma lamina basal externa associada

que fornece suporte para as fibras musculares e ¢ importante na manutencdo da
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integridade fisiologica das miofibrilas. A lamina basal também serve como uma barreira
seletiva a eletrolitos e possui um papel central no reparo da fibra muscular apos lesdo ou
exercicio excessivo (Carmeli et al., 2004). Todavia, no musculo esquelético as MMPs e
seus inibidores exercem fungdes fisioldgicas essenciais na homeostasia das fibras
musculares ¢ da MEC (Kjaer, 2004). As MMPs estdo envolvidas numa ampla faixa de
processos funcionais, patoldgicos e de desenvolvimento no musculo. As MMPs tém
papéis regulatorios no desenvolvimento muscular pelo fato de liberarem fatores de
crescimento locais e também s3o importantes no processo de reparo seguido de lesdo
por trauma ou miopatia por desuso (Kherif et al., 1999; Kjaer et al., 2006).
Adicionalmente, as MMPs sdo responsaveis pela degradacdo da MEC durante o
desenvolvimento embrionario, migracao celular, morfogénese e remodelamento tecidual
(Murphy e Gavrilovic, 1999). Elas exercem fungdes fundamentais para o funcionamento
normal de diversos tecidos durante o crescimento, desenvolvimento e envelhecimento, €
estdo envolvidas em processos como o remodelamento muscular, tendineo e ¢ésseo. Uma
das mais importantes MMPs associada com a fung@o do musculo esquelético ¢ a MMP-
2, também denominada de gelatinase-A, ou colagenase tipo IV de 72 kDa, que pode ser
transformada numa forma ativa de 62 kDa (Carmeli et al., 2004). A atividade da MMP-
2 ¢ encontrada em tecidos durante turnover constante (Kjaer, 2004), e o aumento nesta
atividade ¢ usualmente indicativo de degradacdo da matriz que € necessaria para
permitir o crescimento tecidual (Koskinen et al., 2001; Marqueti et al., 2008b). O tecido
conjuntivo possui um importante papel na manuten¢do da for¢a no musculo (Kjaer,
2004). Conforme mostrado pelos resultados do presente estudo a ovariectomia reduziu a
atividade da MMP-2 no TA e EDL, o que pode comprometer o processo de
remodelamento muscular, visto que, a MMP-2 ¢ um marcador de turnover do musculo

esquelético que permite seu crescimento. Para confirmar esta hipotese, McClung et al.
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(2006) mostraram que a ovariectomia compromete a recuperacao da atrofia por desuso
na area de sec¢do-transversal das fibras musculares do so6leo durante 2 semanas de
ambulacdo normal em gaiola, enquanto a reposi¢do com estrégeno permite a restauragao
do tamanho da miofibrila.

Similarmente, foi demonstrado que a remoc¢do dos hormoénios ovarianos de
camundongos fémeas via ovariectomia ¢ prejudicial para a fun¢do muscular contratil do
soleo ¢ EDL (Moran, Warren ¢ Lowe, 2006). Moran et al., (2007) mostraram que a
ovariectomia induz a disfun¢do muscular contratil do EDL e que as concentragdes
circulantes de estradiol estdo positivamente correlacionadas com a geracdo de forca
muscular e funcdo de miosina, fornecendo suporte para a argumentagdo de que o
estradiol afeta o musculo esquelético. A partir dos resultados do presente estudo nos
podemos especular que essa fraqueza e disfungdo muscular induzida pela ovariectomia
podem também estar relacionadas a reducdo da atividade da MMP-2, afetando o
remodelamento do musculo. De fato, em outro estudo do nosso grupo submetido a
publicagdo, nds observamos que ratas sedentdrias ovariectomizadas exibiram redu¢do da
area de seccao-transversal dos musculos soleo e tibial anterior quando comparado com o
grupo sedentario intacto. Neste mesmo estudo também houve aumento significativo da
area de secc¢do-transversal muscular no soleo e tibial anterior apos 12 semanas de
exercicio de escalada nas ratas intactas e ovariectomizadas.

Com relagdo aos efeitos do exercicio forca, s6leo, TA e EDL apresentaram
aumento da atividade da MMP-2, o que pode ser importante para o remodelamento
muscular. Marqueti et al. (2008a) também mostraram aumento da atividade da MMP-2
nos musculos sdleo e gastrocnémio apos treinamento de salto em dgua. A auséncia de
aumento na atividade da MMP-2 no gastrocnémio para o protocolo de exercicio de

forca com escalada pode estar relacionado ao tipo de exercicio, visto que, neste
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protocolo os animais iniciam o exercicio com uma flexdo parcial de joelho, diminuindo
o trabalho sobre o gastrocnémio. Foi demonstrado que o exercicio de alta intensidade
induz a um aumento na atividade da MMP-2 em musculos com predominancia de fibras
tipo I e II (Carmeli et al., 2005; Marqueti et al., 2008a). Esses dados estdo de acordo
com os resultados do presente estudo, de modo que a atividade da MMP-2 aumentou no
musculo com predominancia de fibra tipo I (s6leo) e nos musculos com predominancia
de fibra tipo II (TA e EDL). Carmeli et al. (2005) submeteu ratos a corrida de baixa
intensidade (~40% do VO,max) ou a corrida de alta intensidade (70-75% do VO,max)
e observou que a expressao da proteina da MMP-2 aumentou no gastrocnémio e por¢ao
superficial do quadriceps apenas no exercicio de alta intensidade.

Outro resultado interessante do presente estudo foi que uma sessdo aguda de
exercicio de forca aumentou a atividade da MMP-2 no musculo TA, mas ndo nos outros
musculos analisados. Este resultado ¢ dificil de explicar e estudos para investigar
mecanismos adicionais sdo necessarios, com vistas a determinar as razdes exatas para
este efeito isolado no musculo TA. Finalmente, para nossa surpresa, o exercicio de forca
preveniu a reducdo na atividade da MMP-2 induzida pela ovariectomia apenas no
musculo soleo. Para os musculos TA e EDL o treinamento de forca falhou em prevenir

a redu¢do na atividade da MMP-2 nas ratas ovariectomizadas.

CONCLUSAO

Sumariamente, este estudo propde um mecanismo adicional para a disfuncao do
musculo esquelético causada pela ovariectomia, que envolve a redugdo na atividade da
MMP-2, provavelmente comprometendo o remodelamento muscular. O exercicio de

forca preveniu esta reducdo de atividade, especificamente no musculo séleo. Estudos
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futuros, incluindo modelos de desuso e reposi¢do hormonal em humanos e animais
serdo necessarios para um melhor entendimento dos efeitos da atividade da MMP-2 em

estados catabolicos, doencas e exercicio.
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RESUMO

A redugdo gradual na liberagdo de estrogeno no envelhecimento € no periodo pds-
menopausa induz ao aumento nas concentragdes plasmaticas dos biomarcadores
sistétmicos de inflamacdo. Neste sentido, o treinamento de for¢a pode ser uma
ferramenta interessante para prevenir os processos degenerativos e inflamatdrios
associados ao envelhecimento. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos do treinamento de forga periodizado sobre citocinas, leptina, resistina e forca
muscular em mulheres idosas pos-menopausadas. Foram selecionadas 35 mulheres
sedentdrias com idade de 63,18 + 4,8 anos, estatura 163,5 + 6,7 cm, massa corporal
57,84 £ 7,7 kg. O treinamento de forga periodizado de 16 semanas consistiu de duas
sessOes semanais com 3 séries de 6-14RM, dependendo da semana de treinamento. A
forca méaxima foi testada no supino, leg press 45° e rosca direta. TNF-a, IL-6, IL-15,
Leptina e Resistina plasmaticas foram determinadas por ELISA. A for¢a maxima no
supino, leg press 45° e rosca direta exibiu um aumento significativo apos 16 semanas.
Foi observada minima ou nenhuma modificacdo aguda e cronica no TNF-a e na IL-15.
A IL-6 reduziu agudamente 48 horas apds quando comparado com as concentragdes
basais e reduziu cronicamente apos 16 semanas comparado com os valores basais antes
do treinamento. A leptina plasmatica reduziu 24 horas apdés a primeira sessdo
comparado com as concentragdes basais e reduziu cronicamente nos valores basais e 48
horas apos quando comparado com as avaliagdes pré-treinamento. Houve uma redugao
significativa na resistina apos 24 e 48 horas comparado com as concentragdes basais e
também uma diminui¢do cronica nas concentracdes basais e imediatamente apds quando
comparado com os valores pré-treinamento. Além do esperado aumento na forca
muscular, o treinamento de forca periodizado parece ser uma importante intervengao
para reduzir a inflamagao sistémica induzida pelo envelhecimento em mulheres idosas.

Palavras-chave: envelhecimento, Inflamacdo, biomarcadores sistémicos, treinamento

de forca.
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INTRODUCAO

O aumento na propor¢ao de mulheres idosas € o aumento na expectativa de vida
elevaram a preocupagdo de pesquisadores e profissionais da area da satde,
especialmente com relagdo as alteracdes fisioldgicas relacionadas ao periodo pos-
menopausa. Aproximadamente 40% das mulheres procuram cuidados médicos para
tratar os sintomas induzidos pela menopausa, incluindo: ondas de calor, transpiragdo
noturna, ressecamento vaginal e distarbios do sono (Nedrow et al., 2006). Outra
importante disfungdo bioldgica em mulheres poés-menopausadas idosas ¢ a “inflamagao
senil”, com uma forte relacao temporal entre envelhecimento, inflamacao e menopausa.

A reducdo gradual na liberacdo de estrogeno no periodo pds-menopausa e
envelhecimento induz ao aumento nas concentracdes de citocinas pro-inflamatorias
como a interleucina-6 (IL-6), interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-0) (Pfeilschifter et al., 2002). As elevagdes nas citocinas inflamatdrias estdo
associadas com o aumento no risco de desenvolvimento de diversos tipos de doengas
cardiovasculares (Reilly et al., 2005), osteoporose (Pfeilschifter et al., 2002), diabetes
mellitus (Kadoglou et al., 2007) e caquexia geriatrica (Yeh et al., 2001) na vida tardia.
Varios marcadores sanguineos sao utilizados como indicadores de inflamacao sistémica,
incluindo a IL-6, TNF-a, interleucina 1-beta (IL-1p), resistina, leptina e proteina C
reativa (PCR) (Reilly et al., 2005; Tilg e Moschen 2006; Stewart et al., 2007).

A terapia de reposi¢ao hormonal (TRH) reduz as concentracdes de IL-6, IL-1f e
TNF-0 em mulheres pos-menopausadas saudaveis e também previne o aumento das
concentragdes plasmaticas de IL-6 em ratas ovariectomizadas (Pfeilschifter et al., 2002).
No entanto, a TRH ndo ¢ universalmente aceita, principalmente devido a contra-

indicacdes e baixa adesdo de alguns pacientes, a aversdo das mulheres estd associada
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aos efeitos colaterais e riscos de alguns tipos de canceres a longo prazo (Olson, Bandera

e Orlow, 2007; Zhang et al., 2007).

Outra intervencao ¢ a pratica regular de exercicio que vem sendo utilizada como
uma modalidade terapéutica na prevencdo do aumento dos marcadores sistémicos de
inflamacao e dos processos degenerativos associados ao envelhecimento (Greiwe et al.,
2001; Fatouros et al., 2005). No entanto, com relagao aos marcadores inflamatorios os
estudos sdo controversos; por exemplo, as concentragdes de leptina plasmatica
permaneceram inalteradas ap6s uma sessao aguda de exercicio aerobio (Ferguson et al.,
2004) e reduziram (Nindl et al., 2002) com uma sessao aguda de exercicio de forca em
jovens adultos. As concentragdes de leptina reduziram 24 h depois de uma sessdo aguda
de exercicio de for¢a, com nenhum efeito crénico do treinamento, ou seja, nenhuma
diferenca entre os valores pré e apos-treinamento em pacientes diabéticos tipo 2
(Kanaley et al., 2001).

Existe apenas um estudo que encontrou redu¢@o nas concentragdes de leptina em
homens idosos apos treinamento de for¢ca com protocolos variados (Fatouros et al.,
2005). Kadoglou et al. (2007) observaram uma reducdo na concentracdo de resistina e
citocinas inflamatorias apds 16 semanas de exercicio aerdbio com quatro sessdes
semanais de 45-60 minutos a 50-85% do consumo méximo de oxigénio (VO,max).
Individuos idosos frageis apresentam aumentos nas concentragdes de TNF-o no
musculo comparado com jovens, o que estd associado com perda de proteina muscular.
Apoés trés meses de treinamento de forga as concentracdes musculares de TNF-a
reduziram (Greiwe et al., 2001).

Exercicios dindmicos, que incluem o treinamento de for¢a, podem aumentar a
forca, massa muscular e massa ossea (Barry e Carson, 2004). No entanto, ndo existe

consenso sobre a influéncia de um programa envolvendo treinamento de forca sobre as
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concentragdes de marcadores inflamatorios em individuos saudaveis e idosos (Stewart
et al., 2007). Evidéncias recentes enalteceram a necessidade de estudos para fornecer
suporte ou para refutar o uso do exercicio de forca como uma intervengao na reducao da
inflamacao em pessoas idosas (Stewart et al., 2007; Fatouros et al., 2005).

Este ¢ o primeiro estudo a investigar os efeitos do treinamento de forga sobre
marcadores inflamatorios sistémicos em mulheres idosas pos-menopausadas. Nossa
hipotese era que o treinamento de forg¢a induziria a uma redugdo nos biomarcadores
sistémicos de inflamagdo. Por esta razdo, o objetivo principal do presente estudo foi
investigar os efeitos do treinamento de forca periodizado sobre a resistina, leptina,

citocinas e forca muscular em mulheres idosas p6s-menopausadas.

METODOS

Sujeitos

As participantes foram recrutadas voluntariamente a partir da comunidade local
por meio da divulgacdo de cartazes e palestra sobre o estudo. Cada voluntaria foi
submetida a exames fisicos gerais, que incluiram histérico médico, eletrocardiograma
de repouso e esfor¢o, medida da pressdo arterial e avaliacdo ortopédica antes do inicio
do programa de treinamento de forca. Apds completarem os exames clinicos para
inclusdo, foram selecionadas 35 mulheres previamente sedentarias com idade de 63,18
+ 4,8 anos, estatura 163,5 + 6,7 cm, massa corporal 57,84 + 7,7 kg. Os critérios de
inclusdo foram: indice de massa corporal <26kg/m?, que o individuo fosse sedentario
sem nenhum exercicio consistente nos 6 meses anteriores ao estudo, ndo estivesse

realizando reposi¢do hormonal e ndo tivesse manifestacdo de doenga cardiovascular ou
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pulmonar. Todas as participantes assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido que foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa para Seres Humanos da
Universidade Federal de S3ao Carlos. A pesquisa foi conduzida de acordo com as
recomendagdes estabelecidas pelo American College of Sports Medicine para

procedimentos com seres humanos.

Avaliac6es da forca maxima

Apds duas semanas de adaptacdo aos exercicios de forga e avaliagdes clinicas,
foram realizados os testes de carga maxima (1RM). Os testes de 1RM foram realizados
no mesmo dia com no minimo 10 minutos de intervalo entre os exercicios testados na
seguinte ordem: supino com barra livre, leg press 45° e rosca direta em pé (Cybex
International, Medway, MA). Em seguida do aquecimento geral (10 minutos de esteira
em intensidade leve), os individuos foram submetidos a oito repeticdes com 50% de
IRM estimada (de acordo com a capacidade de cada participante verificada no periodo
de adapta¢do de duas semanas), apds um minuto de intervalo, foram realizadas trés
repeticdes com 70% de 1RM estimada. Depois de trés minutos as tentativas
subseqiientes foram realizadas para uma repeticdo com cargas progressivamente mais
pesadas até que a I1RM fosse determinada em trés tentativas, utilizando 3-5 minutos de
descanso entre as tentativas. As padronizacdes das angulagdes e movimentos dos
exercicios foram conduzidas de acordo com as descrigdes de Brown e Weir (2001). Para
certificar que as 1RM pré-treinamento fossem ajustadas antes do inicio do treinamento,
as 1RM foram determinadas em trés dias separados com dois dias entre estes testes. A
correlagdo intraclasse foi determinada entre a segunda e a terceira tentativa do teste de

IRM. Uma alta correlacdo intraclasse foi observada entre as segundas e terceiras
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tentativas nos testes (supino com barra livre r= 0,99, leg press 45° r= 0,99 e rosca direta
em pé r= 0,99). A maior 1RM determinada a partir das ultimas duas tentativas foi

utilizada como medida inicial.

Treinamento de forca

O treinamento de forga foi realizado com o modelo de periodizagdo linear. Neste
modelo, também conhecido como classico, a intensidade do treinamento ¢ aumentada
em cada microciclo (1 a 4 semanas) ¢ o volume ¢ reduzido. O ntimero de repeti¢des foi
reduzido (mantendo-se a faixa minima estabelecida para cada ciclo), em razdo do
aumento na intensidade. A periodiza¢dao aplicada estd baseada em um estudo prévio
(Prestes et al., 2009). As cargas de treinamento foram monitoradas em cada sessdo, de
acordo com o aumento na capacidade muscular das participantes. Antes do inicio da
periodizacdo, as participantes foram submetidas a duas semanas de adaptacdo ao
treinamento de forga, elas realizaram um exercicio para cada grupo muscular principal
com duas séries de 15 repetigdes em cada exercicio; foram enfatizadas a execugdo
correta do movimento e a familiarizagao aos tipos de exercicio de forca.

Apds o periodo de adaptacdo, a periodizacdo foi iniciada. A ordem dos
exercicios nas sessdes de treinamento foi: 1- supino reto com barra, 2- leg press 45°, 3-
remada sentada, 4- cadeira extensora, 5- elevacdo lateral, 6- mesa flexora, 7- triceps
pulley, 8- cadeira adutora ¢ abdutora, 9- rosca direta e 10- flexdo plantar em pé.
Adicionalmente, ao final de cada sessdo de treinamento foram incluidos exercicios
abdominais, trés séries de 20-30 repeti¢des. O treinamento teve dura¢do de quatro
meses, com duas sessOes semanais. Em cada um dos exercicios listados foram

realizadas trés series até a falha concéntrica (impossibilidade de realizar uma repeti¢ao
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com padrdo correto de movimento); o nimero de repeticdes e intervalo entre as séries e
exercicios foram conduzidos de acordo com a intensidade semanal prescrita, conforme
apresentado na figura 1. A duracdo média de cada sessdo foi de 50 minutos. A duragdo
de cada repeticdo foi 3-4s, contando com a acdo muscular concéntrica e excéntrica.
Todas as sessdes foram supervisionadas por um profissional com experiéncia em
treinamento de forca.

Nas quatro semana iniciais 3 séries de 12-14RM foram realizadas; da 5° até a 8"
semana 3 séries de 10-12RM; da 9% a 12% semana 3 séries de 8-10RM; e da 13* a 16* 3
séries de 6-8RM. Em todas as semanas, foram realizadas repeticdes maximas até a falha
concéntrica para as intensidades propostas. As cargas foram monitoradas em cada
sessdo. Durante todo o treinamento, trés séries foram realizadas, independentemente da
intensidade; o intervalo de descanso foi realizado de acordo com a intensidade (figura

1); as cargas foram ajustadas para manter o nimero de repeticdes maximas.

FIGURA 1. Programa de treinamento de forca.

Intervalo de descanso entre as séries € 0s
Séries x repeti¢des

exercicios
3x12-14 RM 1 minuto
3x10-12RM 1 minuto e 20 segundos
3x8-10RM 1 minuto e 40 segundos

3 x6-8 RM 2 minutos
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Determinacao das citocinas, leptina e resistina plasmaticas

Amostras sanguineas de 3ml foram coletadas da veia antecubital em tubos a
vacuo antes, imediatamente apds, 24h e 48h apods a primeira sessdo de treinamento de
forca e nos mesmos periodos apds quatro meses. Essas amostras foram centrifugadas a
2500rpm em 4°C durante 20 minutos. As amostras foram armazenadas em aliquotas
com eppendorfs num freezer -80°C até a realizag@o das analises. As dosagens de TNF-
a, IL-6, IL-15, leptina e resistina foram determinadas pelo método ELISA (Ensaio
Imuno Enziméatico em Fase Solida), de acordo com as especificagdes do Kit de Alta
Sensibilidade R&D Systems Quantikine (R&D Systems Minneapolis, MN). Os
resultados foram apresentados em pg/ml. Para garantir a precisdo dos resultados todas

as dosagens foram determinadas em duplicata. O coeficiente de varia¢do intra-ensaio

(CV) foi 3,1-9,7%, o CV inter-ensaio foi 6,3-7% e a sensibilidade foi de 0,0086 pg/ml.

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados em média + erro padrdo da média (SEM).
Inicialmente, foram realizados os testes de normalidade Shapiro Wilk e de
homocedasticidade (critério de Bartlet). Todas as varidveis apresentaram distribui¢ao
normal e homocedasticidade, de modo que foi aplicada a andlise de variancia para
medidas repetidas (ANOVA). Quando indicado pelo ANOVA o teste de Tukey post hoc
foi utilizado. Para testar as diferencas significativas nos testes de 1RM entre os valores
pré versus pos-treinamento foi utilizado o teste t de student pareado. Em todos os
calculos foi utilizado um alfa de p < 0,05. O software estatistico utilizado para todas as

andlises foi o Statistica® 6.1 (Stat. Soft Inc., Tulsa, OK, USA).



RESULTADOS

Forca maxima

Houve um aumento significativo na forca maxima no supino com barra, leg

press 45° ¢ rosca direta em pé comparando a avaliagio inicial com a avaliagio apos 16

semanas de treinamento, p < 0,05 (tabela 1).

Tabela 1. Testes de for¢a maxima dinamica (IRM) antes e apos 16 semanas de

treinamento.

Teste de Forca Maxima

Avaliacao antes

Avaliacao ap0s

(IRM) do treinamento 16 semanas
Supino reto com barra (kg) 31,83+ 0,80 38,34+ 1,15%*
Leg press 45° (kg) 172,21 + 5,57 225,17 + 7,06*
Rosca direta em pé (kg) 20,76 £ 0,45 22,75 +0,51*

Os resultados estdo apresentados em média + erro padrao da média (SEM). *Diferenca

estatisticamente significativa quando comparado com a avaliagdo antes do treinamento,

(n=35), p<0,05.
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Citocinas, leptina e resistina

Nao houve nenhuma alteragdo significativa aguda ou cronica nas concentragdes

plasmaticas de TNF-a durante o estudo (figura 2).
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FIGURA 2. Concentragdes plasmaticas do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
(pg/ml). Os valores estdo apresentados em média + erro padrado da média (SEM) (n=
35), p < 0,05. O TNF-a foi avaliado no basal (Basal), imediatamente apos (Apos), 24
horas (24H) e 48 horas (48H) depois da primeira sessdo de exercicio de for¢a (barras

escuras) e depois de 16 semanas de treinamento (barras claras).
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Por outro lado, as concentragdes plasmaticas de IL-6 reduziram agudamente
apos 48 horas quando comparado com as concentragdes basais na avaliagdo pré-
treinamento. Adicionalmente, a IL-6 também reduziu agudamente ap6s 48 horas quando
comparado com os valores imediatamente apds na avaliagdo depois de 16 semanas de
treinamento. Houve uma redug@o cronica na IL-6, evidenciada pela diferenga entre os

valores basais antes e depois do treinamento (figura 3).
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FIGURA 3. Concentragdes plasmaticas de interleucina-6 (IL-6) (pg/ml). Os valores
estao apresentados em média + erro padrao da média (SEM) (n= 35), p < 0,05. A IL-6
foi avaliada no basal (Basal), imediatamente apos (Apos), 24 horas (24H) e 48 horas
(48H) depois da primeira sessao de exercicio de forca (barras escuras) e depois de 16

semanas de treinamento (barras claras). *Diferenca estatisticamente significativa
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quando comparado com as concentracdes basais. "Diferenca estatisticamente
significativa quando comparado com imediatamente ap6s. 'Diferenga estatisticamente
significativa quando comparado com o mesmo periodo de avaliagdo antes do

treinamento.

A Uunica alteragdo observada nas concentragdes plasmaticas de IL-15 foi um
aumento agudo apds 48 horas comparado com as concentragdes basais na avalia¢ao pré-
treinamento (figura 4). Nao foi observada nenhuma diferenga estatisticamente

significativa aguda ou cronica para a IL-15 nos outros periodos.

—

B

o
I

i

N

o
|

100 -+ *

80 A

60

40 -

20 -

0 — T T 1T T T T 1
Basal Apos 24H 48H Basal Apos 24H 48H

Antes do treinamento Depois do treinamento

Concentragao plasmatica de IL-15 (pg/ml)

FIGURA 4. Concentragdes plasmaticas de interleucina-15 (IL-15) (pg/ml). Os valores

estdo apresentados em média + erro padrao da média (SEM) (n= 35), p < 0,05. A IL-15
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foi avaliada no basal (Basal), imediatamente apos (Apds), 24 horas (24H) e 48 horas
(48H) depois da primeira sessao de exercicio de forga (barras escuras) e depois de 16
semanas de treinamento (barras claras). *Diferenga estatisticamente significativa

quando comparado com as concentragdes basais.

As concentragdes plasmaticas de leptina exibiram uma reducdo 24 horas apds a
primeira sessdo de exercicio de forca quando comparado as concentragdes basais. No
entanto, ap6s 48 horas essas concentracdes aumentaram quando comparado com 24
horas apds na avaliagdao pré-treinamento. Tanto os valores basais como ap6s 48 horas
reduziram cronicamente quando comparado com o basal e 48 horas ap6s 16 semanas de

treinamento, respectivamente (figura 5).
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FIGURA 5. Concentragdes plasmaticas de leptina (pg/ml). Os valores estdo
apresentados em média + erro padrao da média (SEM) (n= 35), p < 0,05. A leptina foi
avaliada no basal (Basal), imediatamente apos (Ap0s), 24 horas (24H) e 48 horas (48H)
depois da primeira sessdo de exercicio de forca (barras escuras) e depois de 16 semanas
de treinamento (barras claras). *Diferenca estatisticamente significativa quando
comparado com as concentragdes basais. “Diferenca estatisticamente significativa
quando comparado com 24 horas apos. 'Diferenca estatisticamente significativa quando

comparado com o mesmo periodo de avaliagdo antes do treinamento.

Houve redu¢do significativa nas concentracdes de resistina apos 24 e 48 horas
comparado com as concentragdes basais, e apds 24 horas comparado com
imediatamente apds na avaliagdo pré-treinamento. A resistina também exibiu uma
reducdo cronica nas concentragdes basais e imediatamente ap6s quando comparado com

os mesmos periodos da avaliagdo pré-treinamento (figura 6).



47

w w

o an

o o

o o

o o
1 )

25000 *# .

20000 - L

15000 -
10000 -

5000 -

o
[

Basal Apds 24H 48H Basal Apos 24H 48H

Concentragao plasmatica de resistina (pg/ml)

Antes do treinamento Depois do treinamento

FIGURA 6. Concentragdes plasmaticas de resistina (pg/ml). Os valores estdo
apresentados em média + erro padrdo da média (SEM) (n= 35), p < 0,05. A resistina foi
avaliada no basal (Basal), imediatamente apos (Ap0s), 24 horas (24H) e 48 horas (48H)
depois da primeira sessdo de exercicio de forca (barras escuras) e depois de 16 semanas
de treinamento (barras claras). *Diferenca estatisticamente significativa quando
comparado com as concentragdes basais. "Diferenca estatisticamente significativa
quando comparado com imediatamente apos. 'Diferenca estatisticamente significativa

quando comparado com o mesmo periodo de avaliagdo antes do treinamento.
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DISCUSSAO

Os principais resultados do presente estudo foram o aumento na forga maxima
nos membros superiores e inferiores, redugdo cronica nas concentragdes plasmaticas de
IL-6, leptina e resistina, com pequena ou nenhuma alteragdo na IL-15 ¢ TNF-a apods 16
semanas de treinamento de forca. Até o momento, este € o primeiro estudo a investigar
conjuntamente esses importantes marcadores inflamatérios em mulheres idosas
menopausadas apoés o treinamento de forgca. Deste modo, nossa hipotese inicial foi
confirmada, visto que, foram observadas redugdes nos marcadores plasmaticos de

inflamacao, associado com o aumento na for¢a muscular.

Barry e Carson (2004) comentaram que idosos realizam programas de
treinamento de forca para combater os declinios substanciais na for¢a e poténcia
muscular com objetivo de melhorar ou manter as capacidades funcionais. No presente
estudo houve um aumento significativo na for¢a méaxima dindmica dos membros
superiores e inferiores em mulheres idosas menopausadas submetidas a 16 semanas de
treinamento de forga periodizado com cargas entre 6-14RM.

De acordo com Starkweather (2007) diversos marcadores bioquimicos de
inflamacao tém sido utilizados em estudos recentes de intervengdo com atividade fisica.
Por exemplo, a IL-6 e o TNF-a sdo citocinas pro-inflamatorias definidas como
mediadores soluveis que sdo liberados a partir de varias células (linhagem de
macroéfago/mondcito). Particularmente, a IL-6 ¢ uma citocina multifuncional que exerce
acoes pleiotropicas na regulacdo imune e inflamatoria, e sua superproducao esté ligada a
doenca cardiovascular, osteoporose, artrite reumatdide, diabetes tipo 2 e doenca de
Alzheimer associados ao envelhecimento (Kiecolt-Glaser et al., 2003). Concentragoes

elevadas de IL-6 também estdo relacionadas com fragilidade, queda da capacidade
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funcional, reducdo de for¢a muscular ¢ podem ser utilizadas como preditor de futura
incapacidade em idosos (Cohen et al., 1997; Ferrucci et al., 2002).

A IL-6 plasmatica aumenta durante o exercicio agudo em propor¢do a
intensidade, duragdo e nivel de aptidao fisica. A IL-6 tem sido sugerida como um
importante fator para o processo de reparagdo muscular e turnover celular, assim como
para alguns efeitos benéficos do exercicio a satde (Maggio et al., 2006). Em contraste a
estes efeitos agudos, individuos exercitados cronicamente tendem a exibir menores
concentragdes de IL-6 e outros marcadores inflamatorios (Elosua et al., 2005). Por
exemplo, homens e mulheres idosos entre 60-90 anos submetidos a 30 minutos de
caminhada, cinco vezes por semana a 60% de sua freqiiéncia cardiaca maxima durante
10 semanas, exibiram redugdo significativa na IL-6 plasmatica e melhoras no estado de
estresse, humor e vérios indices de qualidade de vida (Starkweather, 2007). Um estudo
com 3.075 adultos de 70 a 79 anos demonstrou que individuos que possuiam niveis
mais elevados de atividade fisica apresentavam concentragdes significativamente
menores de IL-6 (Colbert et al., 2004). A literatura apresenta suporte para redugdes
(Castaneda et al., 2004) ou concentragdes inalteradas (White, Castellano e McCoy,
20006) das citocinas plasmaticas/séricas inflamatdrias induzidas pelo exercicio.

No entanto, os estudos que investigaram os efeitos do treinamento de for¢a em
idosos sdo esparsos e apresentam resultados contrastantes. Bautmans et al. (2005)
mostraram tendéncia para reducdo nas concentracdes circulantes de IL-6 apds seis
semanas de treinamento de forga periodizado em individuos idosos. Nao houve
nenhuma alteragdo significativa na IL-18, TNF-a, IL-2 ou IL-6 circulantes apos 12
semanas de treinamento de forca progressivo em sujeitos idosos (Kapasi et al., 2003).
Diferentemente, no presente estudo houve uma redug¢do cronica nas concentragdes

plasmaticas de IL-6 apés 16 semanas de treinamento de forca. E possivel que um maior
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tempo (>12 semanas) seja necessario para que se manifestem alteracdes cronicas
significativas na IL-6 plasmatica. Nao foi observado nenhum efeito cronico de 16
semanas de treinamento de for¢a sobre o TNF-a plasmatico, consistente com os estudos
citados acima.

A IL-15 foi inicialmente identificada como um fator de crescimento para as
células T e possui muitas propriedades e fungdes em comum com a IL-2 (Giri et al.,
1995). Além das fungdes imunes da IL-15, esta citocina atua como um fator de
crescimento que ¢ altamente expresso no musculo esquelético, resultando em hipertrofia
tecidual (Nielsen ¢ Pedersen, 2007). Um estudo in vivo indica que a administragdo
sistémica de IL-15 em ratos com caquexia induzida por cancer reduz a degradacio de
proteina muscular, preservando a massa magra (Carbo et al., 2000). Ostrowski et al.
(1998) ndo encontraram alteracdes na IL-15 plasmatica (mensurada até 6 horas apos o
exercicio) em resposta a 2,5h de corrida em esteira a 75% do VO,max. Apos 10
semanas de treinamento de forga, trés sessdes/semana com cargas fixadas em 80% de
1RM houve um aumento agudo imediatamente apds o exercicio, mas ndo cronico na IL-
15 plasmatica em individuos jovens (Riechman et al., 2004). No presente estudo, foi
observado um aumento nas concentragdes plasmaticas de IL-15 48h apos a primeira
sessdo de exercicio de forca comparado com os valores basais. Similarmente aos
estudos mencionados acima, ndo foi observado nenhum efeito crénico do treinamento.
E possivel que esta citocina esteja envolvida na reparagio muscular aguda e crescimento
apos sessdes de treinamento de forca agindo mais de forma local do que apresentando
alteragdes plasmaticas cronicas.

A leptina ¢ um hormdnio/citocina liberada pelo tecido adiposo que pode ter
efeitos sobre o apetite. As concentragdes de leptina circulante aumentam com o ganho

de peso e reduzem com a perda de peso (Fatouros et al., 2005). Com relag@o ao sistema
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imune, a leptina exerce tipicamente efeitos pré-inflamatorios sobre o organismo.
Existem evidéncias de que a leptina pode iniciar o crescimento de varias células
cancerosas, incluindo pancreaticas, ovarianas, prostaticas, carcinomas pulmonares e
células gastricas (Tilg e Moschen, 2006). A leptina sinaliza diretamente para receptores
OBRj, na superficie da membrana de macrofagos, induzindo a sintese de citocinas pro-
inflamatorias como o TNF-a, a [L-6 ¢ a IL-12 (Tilg e Moschen, 2006).

O exercicio altera a homeostasia do balango energético, descarga simpato-
adrenal, assim como respostas hormonais e metabdlicas que podem influenciar as
concentragdes de leptina em repouso ou durante o exercicio. Alguns estudos prévios
examinaram os efeitos do exercicio agudo, mas ndo cronico, sobre as concentragdes de
leptina plasmatica. Por exemplo, individuos diabéticos tipo 2 exibiram uma redugdo
significativa de 30% nas concentracdes de leptina de repouso 24h ap6s uma uUnica
sessao de exercicio de for¢a, com nenhum efeito cronico do treinamento apos seis
semanas (Kanaley et al., 2001). Ap6s um protocolo agudo de exercicio de for¢a para os
principais grupos musculares com cargas entre 70-85% de 1RM, a leptina exibiu uma
reducdo tardia na circulagdo sistémica de 9-13 horas (Nindl et al., 2002). As alteragoes
agudas nas concentracdes plasmaticas de leptina resultantes de diferentes intensidades
do exercicio de forca, forga maxima (4 séries de cinco repeticdes a 88% de 1RM com 3
minutos de intervalo entre as séries), hipertrofia muscular (4 séries de 10 repeti¢des a
75% de 1RM com 2 minutos de intervalo entre as séries), e resisténcia de forca (4 séries
de 15 repeticdes a 60% de 1RM com 1 minuto de intervalo entre as séries) foram
testadas em individuos jovens; os resultados mostraram uma redugdo significativa na
leptina 30 minutos ap6s o exercicio, com nenhuma diferenga entre os protocolos

(Zafeiridis et al., 2003). Similarmente, no presente estudo a leptina reduziu 24 horas
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apods a primeira sessao aguda de exercicio de forga e retornou aos valores pré-exercicio
apos 48 horas em mulheres idosas poés-menopausadas.

No entanto, existem poucas informacdes disponiveis em relagdo aos efeitos
cronicos do treinamento de forca sobre a leptina em idosos. Fatouros et al. (2005)
testaram o efeito de diferentes intensidades do exercicio de forga em sujeitos idosos
com sobrepeso, intensidade baixa (45-50% de 1RM), intensidade moderada (60-65% de
IRM) e intensidade alta (80-85% de 1RM). O protocolo de treinamento foi realizado
trés vezes por semana durante 24 semanas, todos os grupos apresentaram redugdo
cronica nas concentracdes plasmaticas de leptina, com maiores redugdes para o grupo
de alta intensidade. Depois de 24 semanas de destreinamento os valores de leptina
aumentaram novamente. No presente estudo, foi observada uma reducdo cronica na
leptina plasmatica apds 16 semanas de treinamento de for¢a. Possiveis explicagdes para
o declinio na leptina induzido pelo exercicio de for¢ca podem ser: a elevada captacdo de
glicose pelos tecidos periféricos na presenca de lactato, acidose, descarga simpato-
adrenal e gasto energético aumentados, deplecdo de glicogénio e inibicdo da glicolise
(Fatouros et al., 2005).

Outro biomarcador de inflamacdo e fator de risco de doenca cardiovascular
aterosclerotica € a resistina (Reilly et al., 2005). Jamurtas et al. (2006) ndo mostraram
alteracdo aguda das concentragdes plasmaticas de resistina até 48h apds uma sessdo de
45 minutos em cicloergébmetro a 65% do VO,max em homens de meia idade com
sobrepeso. Outro estudo ndo encontrou alteragdes cronicas nas concentragdes de
resistina apds 14 semanas de treinamento aerdbio que consistiu de um programa de
caminhada supervisionada realizado 3-4 vezes por semana com 60 minutos a 65-70% do
VO, pico em mulheres diabéticas pos-menopausadas (Giannopoulou et al., 2005). Por

outro lado, individuos diabéticos idosos submetidos a 16 semanas de treinamento
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aerdbio com quatro sessdes semanais de 45-60 minutos a 50-85% do VO,max exibiram
reducdo cronica nas concentracdes de resistina (Kadoglou et al., 2007). Um estudo
recente encontrou reducdo significativa nas concentragdes de resistina apds oito
semanas de treinamento aerdbio supervisionado em adolescentes com sobrepeso (Jones
et al., 2009). O presente estudo € o primeiro que examinou os efeitos do treinamento de
forca agudo e cronico sobre as concentragdes plasmaticas de resistina em mulheres
idosas pés-menopausadas. Os resultados apontaram para uma redugdo apos 24 ¢ 48h
depois da sessdo de exercicio agudo comparado com os valores basais e diminui¢des
significativas apds 16 semanas de treinamento comparado com os valores basais e
imediatamente apos. E possivel que a resistina seja afetada pela intensidade e tipo de

exercicio, treinamento aerdbio versus forca, duragdo do estudo e populagdo analisada.

CONCLUSAO

Sumariamente, o presente estudo traz importantes informagdes que podem
subsidiar a pratica clinica, considerando os efeitos do treinamento de forca periodizado
sobre a forca muscular e biomarcadores inflamatérios em mulheres idosas pos-
menopausadas. Um treinamento de forca de facil aplicabilidade, durante apenas 16
semanas ja ¢ capaz de induzir a um aumento na for¢a muscular dos membros superiores
e inferiores, redug@o cronica nas concentracdes plasmaticas de IL-6, leptina e resistina,
com minimo ou nenhum efeito sobre a IL-15 ¢ o TNF-a. Esses resultados enaltecem a
importancia deste tipo de treinamento como uma ferramenta ndo farmacologica no

tratamento da inflamacgao associada ao envelhecimento e a menopausa.
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Abstract

Matrix metallopeptidases (MMPs) are crucial to the maintenance of healthy tissue. The
aim of this study was to investigate MMP-2 activity in gastrocnemius, soleus, tibialis
anterior (TA) and extensor digitorium longus (EDL) muscle after resistance training in
ovariectomized rats. Wistar adult female rats were grouped into: sedentary (Sed-Intact);
ovariectomized sedentary (Sed-Ovx); pseudo-ovariectomized sedentary (Sed-Pseudo);
acute exercise (AcuteEx-Intact); ovariectomized acute exercise (AcuteEx-Ovx);
strength trained (ChronicEx-Intact) and ovariectomized strength trained (ChronicEx-
Ovx) (n= 10 per group). A 12-week resistance training that required the animals to
climb a 1.1-m vertical ladder with weights secured to their tail was used. The sessions
were performed once every 3 days with 4-9 climbs and 8-12 dynamic movements per
climb. The MMP-2 activity was analyzed by zymography. There was a higher MMP-2
activity in ChronicEx-Intact and ChronicEx-Ovx groups and a lower activity in
AcuteEx-Ovx compared with the Sed-Intact in soleus (p<0.05). Sed-Ovx and
ChronicEx-Ovx groups presented lower MMP-2 activity compared with the Sed-Intact
group in TA. There was a higher MMP-2 activity in AcuteEx-Intact and AcuteEx-Ovx
compared with Sed-Intact and Sed-Ovx in TA, respectively (p<0.05). In TA and EDL
training increased MMP-2 activity compared with Sed-Intact group. No statistically
significant alterations were observed for gastrocnemius muscle. Strength training
increases MMP-2 activity in soleus, TA and EDL muscle, which may be important for
muscle remodeling. Ovariectomy downregulates MMP-2 in TA and EDL, which may
compromise muscle function.

Key words: resistance training; MMP-2; skeletal muscle; ovariectomy; rats
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Introduction

Ovariectomy in animals is an experimental model used to mimic menopause and
induces a decrease in muscle mass (sarcopenia), muscle force generation, fraction of
strong-binding myosin during contraction and bone mass (osteopenia) (Moran, Warren
e Lowe, 2006; Moran et al. 2007). The exact mechanisms underlining this catabolic
process are not clearly understood. In this sense, experiments designed to study muscle
remodeling and the proposal of pathways involved are necessary. The hormonal
replacement has been used to minimize the effects sarcopenia and osteopenia caused by
ovariectomy and menopause (Sipila et al. 2001; Sorensen et al. 2001; Gorzek et al.
2007; Moran et al. 2007). However, there are some risks associated with this therapy in
humans, for example, the increased incidence of some types of cancer (breast and
uterus), since that, the collateral effects of hormonal dosages used still need more
investigations (Stefanick et al. 2006; Olson, Bandera and Orlow, 2007; Zhang et al.
2007).

On the other hand, physical training such as resistance, jumping or swimming exercise,
wheel or treadmill running by rodents results in positive adaptations in cardiac and
skeletal muscle (Allen et al. 2001; Hornberger Jr and Farrar, 2004), bone (Yao et al.
2004; Shiguemoto et al. 2007), and immune system (Kapasi et al. 2003; Prestes et al.
2008). With regard to skeletal muscle, this tissue is surrounded by the extracellular
matrix (ECM) that provides structural support, protection and maintenance of muscle
fibers function (Birkedal-Hansen, 1995). The intramuscular ECM increases with
physical exercise, (Kjaer, 2004) and its maintenance depends on a variety of proteolytic
enzymes, such as the matrix metallopeptidases (MMPs). MMPs are usually found in
tissues as pro-MMPs (Kjaer, 2004) and their expression is highly regulated by growth

factors, cytokines produced during tissue remodeling (Carmeli et al. 2004), biochemical
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agents, and cell-matrix interactions (Lluri and Jaworski, 2005). MMPs are crucial to the
maintenance of healthy tissue. MMP-2 plays an essential role in myofibril proliferation
and differentiation, recovery after damage and local connective tissue homeostasis
(Carmeli et al. 2004; Lluri and Jaworski, 2005). One of the most important MMPs
associated with skeletal muscle function and dysfunction is the MMP-2 (Matrisian,
1992). Since ovariectomy causes a decrease in muscle mass and MMP-2 is related to
skeletal muscle maintenance, the lack of such important anabolic hormone could
modulate muscle MMP-2 activity.

We have recently shown that rat tendon remodeling might be impaired when two types
of Anabolic-Androgenic Steroids (AAS) are associated (Decadurabolin and Durateston)
with or without loading exercise, as a result of decreased MMP-2 activity (Marqueti et
al. 2006). Another study of our group found that mechanical loading exercise increases
MMP-2 activity in gastrocnemius and soleus muscle, which is abolished by AAS
administration (Marqueti et al. 2008a). Some studies in the literature raised the need of
investigating tendon and skeletal muscle remodeling, and muscle signal molecules such
as MMPs in female rats (Heinemeir et al. 2007), especially concerning to the
physiological adaptations process induced by ovariectomy (Gorzek et al. 2007; Moran
et al. 2007). It has been shown that resistance exercise has a potential effect on muscle
hypertrophy (Hornberger Jr and Farrar, 2004), this may be important to MMP-2 activity
and muscle function maintenance.

However, there are no studies that investigated the effects of resistance exercise on
MMP-2 activity in ovariectomized rats. In view of the above mentioned, the aim of this
study was to investigate MMP-2 activity in gastrocnemius, soleus, tibialis anterior (TA)
and extensor digitorium longus (EDL) muscle after resistance training. Additionally, the

study aimed to analyze the influence of ovariectomy on muscle remodeling, trough
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MMP-2 activity. Our hypothesis was that resistance exercise may minimize the

deleterious effects of ovariectomy on skeletal muscle remodeling.

Methods

Animals

Seventy female Wistar rats (Rattus novergicus var. albinus, Rodentia, Mammalia) (13
weeks old) from the breeding colony of Federal University of Sdo Carlos (UFSCar), SP,
Brazil, with an initial weight of approximately 250+30g were used. The animals had
free access to water and chow, were kept in collective cages (5 rats per cage) at a
constant temperature of 23+2°C, and had a cycle of 12 hours light/12 hours dark, with
light from 06:00 h to 18:00 h. All the animals were fed with Labina® (a standard rat
chow diet provided by Purina, Brazil). The research was approved by the Federal
University of Sdo Carlos Committee of Experimental Animals (protocol n’. 048/2007).
All animal procedures were conducted in accordance with the USA Guide for care and

use of laboratory animals (National Research Council’s, 1996).

Experimental Groups

The rats were randomly distributed into seven experimental groups (10 animals each
group) in the following order: 1) sedentary (Sed-Intact); 2) sedentary ovariectomized
(Sed-Ovx); 3) pseudo ovariectomized (Sed-Pseudo); 4) acute exercise (AcuteEx-Intact);
5) acute exercise ovariectomized (AcuteEx-Ovx); 6) trained (ChronicEx-Intact) and 7)

trained ovariectomized (ChronicEx-Ovx).
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Sedentary and pseudo ovariectomized groups

The sedentary and pseudo ovariectomized animals were kept in their cages during three
months without any type of exercise. The pseudo ovariectomized group was submitted
to the surgery procedures without removing the ovaries. The sedentary ovariectomized

animals had their ovaries removed.

Acute exercise groups

After three months of housing the acute exercise groups AcuteEx-Intact and AcuteEx-
Ovx were adapted to resistance exercise (one session) and their maximal loads were
determined in another session. After this they performed only one acute resistance

exercise session.

Trained groups
The trained animals ChronicEx-Intact and ChronicEx-Ovx performed 12 weeks of

resistance exercise. The training started at the same time for both groups.

Ovariectomy
Ovariectomy and pseudo-ovariectomy were performed when the rats were 13 weeks
old, according to the technique described by Kalu (1991) and ethyl ether as anesthetic.

All animals submitted to surgery procedures had a week of recovery.

Resistance exercise training
The 12-week resistance training was performed once every 3 days. Initially, the rats
were adapted to the resistance training protocol that required the animals to climb a

vertical ladder (1.1 x 0.18 m, 2-cm grid, 80° incline) with weights secured to rats’ tail.
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The size of the ladder induced the animals to perform 8-12 dynamic movements per
climb. The load apparatus was secured to the tail by wrapping the proximal portion of
the tail with a self-adhesive foam strip. The Velcro strap was wrapped around the foam
strip and fastened. With the load apparatus secured to the tail, the rats were placed at the
bottom of the ladder and familiarized with climbing. If necessary a stimuli with a
tweezers was applied to the animals’ tail to initiate the movement. At the top of the
ladder the rats reached a housing chamber (20 x 20 x 20 cm) where they were allowed
to rest for 120 seconds. This procedure was repeated until the rats would voluntarily
climb the ladder, three consecutive times, without stimuli.

Three days after this familiarization, the first training session consisted of 4-8
ladder climbs while carrying progressively heavier loads. The initial climb consisted of
carrying a load that was 75% of the animal’s body weight. After this, an additional 30g
weight was added until a load was reached with which the rat could not climb the entire
length of the ladder. Failure was determined when the animal could not progress up the
ladder after three successive stimuli to the tail. The highest load successfully carried the
entire length of the ladder was considered as the rat’s maximal carrying capacity for that
training session.

Training sessions consisted of 4 ladder climbs, with 50%, 75%, 90%, and 100%
of their previous maximal carrying capacity, determined in the previous session. During
subsequent ladder climbs an additional 30g load was added until a new maximal
carrying capacity was determined. The resistance training protocol was adapted from

Hornerberg and Farrar (2004), according to the needs of the present research.
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Determination of MMP-2 in the muscle

The animals were killed by decapitation immediately after the last resistance exercise
session and after the acute sessions. Next, the whole gastrocnemius, soleus, tibialis
anterior (TA) and extensor digitorium longus (EDL) muscle were removed from both
posterior hindlimbs. The muscles were frozen in liquid nitrogen and stored at —84°C for
biochemical analysis.

The muscle samples were treated as previously described for muscle extracts (Cleutjens
et al. 1995). Frozen tissue (25 mg) was incubated in 2mL of extraction buffer (10mM
cacodylic acid, pH 5.0; 0.15M NaCl; 1M ZnCl,; 20mM CaCly; 1.5mM NaN3;; 0.01%
Triton X- 100 [v/v]), at 4°C overnight in continuous stirring. After this period, the
solution was centrifuged for 10 minutes (13000 x g at 4°C). Samples applied 20 pg of
total protein in each lane of sodium dodecyl sulfate (SDS) -10% polyacrylamide gels
prepared with Img/mL gelatin. After electrophoresis, the gels were washed twice in
2.5% Triton X-100 to remove the SDS. Gels were incubated in buffer substrate (50mM
Tris-HCI, pH 8.0; 5SmM CaCl,; 0.02% NaN3) at 37°C for 20 hours. Gels were stained
with Coomassie brilliant blue for 1.5 hours and destained with acetic acid:methanol:
water (1:4:5) for visualization of the activity bands. Samples of 10 animals in each
group were evaluated, to guarantee the precision and linearity of the analysis and each
sample was normalized for the total amount of protein included. The gels were
photographed with a Canon G6 Power Shot 7.1 mega pixels camera (Virginia, USA).
The averages of band intensity were measured using Gene Tools software. The bands
found in all groups were 72—62 kDa, suggesting the activation of MMP-2 as proposed
by Birkedal-Hansen (1995). Active band was emphasized as proposed by Marqueti et

al. (2008a).
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Statistical analysis

All data were presented as mean + standard error of the mean (SEM). The statistical
analysis was initially done by the normality Kolmorogorov-Smirnov test and by the
homocedasticity test (Bartlett criterion). All variables presented normal distribution and
homocedasticity so the two-way Anova test was used, (taking in consideration the
variables resistance exercise x ovariectomy). In the maximal workload analysis two-
way Anova test was used, (taking in consideration the variables ovariectomy x time).
For the data of the animals’ body mass (g) at week 1 and week 12, Anova three-way
was conducted (exercise x ovariectomy x week). When the difference presented was
significant, the Tukey test was applied for multiple comparisons. The software package

Statistica® 6.1 (Stat. Soft Inc., Tulsa, OK, USA) was used with an alpha level of 0.05.

Results

There was no statistically significant interaction between the interventions in the
animals’ body mass. This indicates that the increase in body mass from week 1 to week
12 was similar for all groups (Table 1).

For the maximal workload during the 12 weeks of training, there was no
interaction between group and time, indicating that the ChronicEx-Intact and
ChronicEx-Ovx groups increased maximal carrying load capacity by the same amount
during training (Figure 1). The workloads did increase after week 6 and week 12 as
compared with week 1, and after week 12 compared with week 6 (Figure 1).
Nevertheless, there was no difference in maximal loads between both chronically
resistance trained groups within 12 weeks period.

No statistically significant interactions between the interventions and groups

were found for MMP-2 activity in gastrocnemius muscle (Figure 2). However, there
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was a statistically significant interaction between the interventions (resistance exercise x
ovarian status) in soleus muscle. Therefore, the AcuteEx-Ovx group presented a
significant lower MMP-2 activity as compared with all experimental groups in soleus
muscle. The resistance trained groups (ChronicEx-Intact and ChronicEx-Ovx) presented
higher MMP-2 activity as compared with Sed-Intact, Sed-Ovx, Sed-Pseudo, AcuteEx-
Intact and AcuteEx-Ovx, with no differences between ChronicEx-Intact and ChronicEx-
Ovx in soleus muscle (Figure 3).

Again, there was a statistically significant interaction between groups, indicating
that MMP-2 activity changed differently depending on the ovarian status in TA muscle.
Ovariectomy (Sed-Ovx) decreased MMP-2 activity as compared with the Sed-Intact
group. Acute resistance exercise (AcuteEx-Intact) induced an increase in MMP-2
activity as compared with Sed-Intact, Sed-Pseudo, Sed-Ovx, AcuteEx-Ovx and
ChronicEx-Ovx in TA muscle (Figure 4). The AcuteEx-Ovx group presented higher
MMP-2 activity as compared with Sed-Pseudo, Sed-Ovx and ChronicEx-Ovx groups in
TA muscle. The resistance training (ChronicEx-Intact) increased MMP-2 activity in TA
muscle as compared with Sed-Intact, Sed-Ovx, Sed-Pesudo, AcuteEx-Ovx and
ChronicEx-Ovx groups. Differently, ChronicEx-Ovx group presented lower MMP-2
activity as compared with Sed-Intact, AcuteEx-Intact, AcuteEx-Ovx and ChronicEx-
Intact groups (Figure 4).

There was a significant interaction between the two factors, showing that MMP-
2 activity in EDL is modified differently by ovarian status. Similarly, ovariectomy (Sed-
Ovx) decreased MMP-2 activity as compared with Sed-Intact group. Higher MMP-2
activity was observed for ChronicEx-Intact group as compared with Sed-Intact, Sed-

Ovx and Sed-Pseudo in EDL muscle. ChronicEx-Ovx presented lower MMP-2 activity
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as compared with Sed-Intact, Sed-Pseudo, AcuteEx-Intact, AcuteEx-Ovx and

ChronicEx-Intact groups in EDL muscle (Figure 5).

Discussion

This is the first study to evaluate the effects of resistance training on MMP-2
activity in gastrocnemius, soleus, TA and EDL muscle of ovariectomized rats. The
initial hypothesis raised by our study has been partially confirmed, as ovariectomy
decreased MMP-2 activity in TA and EDL muscle. Another important finding was that
resistance exercise increased muscle MMP-2 activity. However, resistance training
prevented ovariectomy induced MMP-2 decrease only in soleus muscle. Additionally,
despite of ovariectomy, maximal workload increased by the same amount for

chronically resistance trained groups.

The studies on muscle force generation in ovariectomized animals bring out
different results. For example, McCormick et al. (2004) reported that soleus muscle
maximal isometric tetanic force (Po) was not affected by ovariectomy in young,
growing rats. However, Moran, Warren and Lowe (2006) showed that the fraction of
strong-binding myosin during contraction was reduced in fibers from ovariectomized
mice. According to the authors this reduction occurred to the same extent as the
reduction in force. In contrast, in the present study we analyzed the maximal carrying
load capacity in stair climbing exercise, a more general force evaluation that depends on
several muscles, not an isolated form as used by the above mentioned studies.
Therefore, we propose more studies and different types of specific and general muscle
analysis to evaluate these performance alterations.

The skeletal muscle sarcolemma has an associated external basal lamina that

provides structural support for muscle fibers and is important in maintaining the
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physiological integrity of the myofibers. Basal lamina also serves as a select barrier to
electrolytes and has a major role in muscle fiber repair after injury or excessive exercise
(Carmeli et al. 2004). Nevertheless, the MMPs and their inhibitors in skeletal muscle
have important physiological functions in the homeostasis of muscle fibers and of the
ECM (Marqueti et al. 2008a). In skeletal muscle, MMPs have been implicated in a
range of developmental, functional, and pathological processes. MMPs have regulatory
roles in muscle development because they release local growth factors, and are also
important in repair processes after traumatic injury or disuse myopathy (Kherif et al.
1999; Kjaer et al. 20006).

Additionally, MMPs are responsible for the degradation of the ECM during embryonic
development, cell migration, morphogenesis, and tissue remodeling (Murphy and
Gavrilovic, 1999). They play essential roles in normal functioning of diverse tissues
during growth, development, and aging, and are involved in processes such as muscle,
tendon and bone remodeling. One of the most important MMP associated with skeletal
muscle function is MMP-2, also known as gelatinase-A, or type IV collagenase of 72
kDa, which can be transformed into an active form of 62 kDa (Carmeli et al. 2004).
MMP-2 activity is found in tissues under constant turnover (Kjaer, 2004), and the
increase in this activity is usually indicative of matrix degradation that is needed to
allow tissue growth (Koskinen et al. 2001; Marqueti et al. 2008b). The connective tissue
has an important role in maintenance of force in muscle (Kjaer, 2004). As shown by the
results of the present study ovariectomy decreased MMP-2 activity in TA and EDL,
which may compromise muscle remodeling process, since MMP-2 is a marker of
skeletal muscle turnover that allows its growth. To confirm this hypothesis, McClung et

al. (2006) shown that ovariectomy prevents the recovery of soleus muscle fibers cross-
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sectional area from disuse atrophy during 2 weeks of normal cage ambulation, while
oestrogen replacement allows for the restoration of myofiber size.

Similarly, it has been shown that the removal of ovarian hormones from female
mice via ovariectomy is detrimental to soleus and EDL muscle contractile function
(Moran, Warren and Lowe, 2006). Moran et al. (2007) found that ovariectomy induces
EDL muscle contractile dysfunction and that circulating estradiol levels are positively
correlated with muscle force generation and myosin function, further supporting the
contention that estradiol affects skeletal muscle. From the results of the present study
we can speculate that this ovariectomy induced muscle dysfunction and weakness may
also be related to MMP-2 decreased activity, affecting muscle remodeling. In fact, in
other study of our group submitted to publication, we found that ovariectomized
sedentary rats exhibited decreased cross sectional area of soleus and tibialis anterior
muscles as compared with sedentary intact group. Additionally, there was a significant
increase in soleus and tibialis anterior muscle cross sectional area after 12 weeks of stair
climbing exercise in intact and ovariectomized rats.

Concerning the effects of resistance exercise, soleus, TA and EDL presented
increased MMP-2 activity, which may be important for muscle growth. Marqueti et al.
(2008a) also showed MMP-2 increased activity in soleus and gastrocnemius muscle
after water jumping exercise. The absence of MMP-2 increased activity in
gastrocnemius for the stair climbing resistance exercise protocol may be related to the
type of exercise, since in this protocol the animals start exercise with a partial knee
flexion, decreasing the work on gastrocnemius. It has been demonstrated that high-
intensity exercise induces an increase in MMP-2 activity in both type I and II fiber-
predominant muscles (Carmeli et al. 2005; Marqueti et al. 2008a). These results are in

accordance to the findings of the present study, since MMP-2 activity was increased in
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type I fiber-predominant muscle (soleus) and in type II fiber-predominant muscle (TA
and EDL). Carmeli et al. (2005) submitted rats to low-intensity running (~40% of the
VO;max) or to high-intensity running (70-75% of the VO,max), and found that MMP-2
protein expression was increased in the gastrocnemius and superficial portion of the
quadriceps only after high intensity exercise.

Another interesting result of the present study was that an acute resistance
exercise session increased MMP-2 activity in TA muscle, but not in the other analyzed
muscles. This result is difficult to explain and further mechanistic studies are required to
exactly set the reasons for this isolated effect in TA muscle. Finally, to our surprise,
resistance exercise prevented ovariectomy induced MMP-2 decreased activity only in
soleus muscle. For TA and EDL muscle resistance exercise training failed to prevent the
decreased MMP-2 activity in ovariectomized rats.

In summary, this study proposes a new additional mechanism for ovariectomy
induced skeletal muscle dysfunction, involving the decrease in MMP-2 activity,
probably compromising muscle remodeling. Resistance exercise prevented this
decreased activity specifically in soleus muscle. Future studies, including hindlimb
suspension, hormone replacement and human subjects are necessary to increase the
knowledge on the effects of modified MMP-2 activity in catabolic states, disease and

exercise.
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Table 1. Animals’ body mass (g) at week 1 and week 12.

Experimental groups

(=10 each group) Week 1 Week 12
Sed-Intact 247.7+3.5 301.1 + 8.8%*
Sed-Ovx 249.0+74 283.0+9.7*
Sed-Pseudo 2394+ 1.6 287.8 £3.2*
AcuteEx-Intact 244.1 +2.1 286.5 + 7.0*
AcuteEx-Ovx 236.6+3.3 306.1 £ 5.8%
ChronicEx-Intact 246.9 + 7.0 289.0 + 8.2*
ChronicEx-Ovx 2463 +3.5 292.6 + 6.4*

+ standard error of the mean, p<0.05.

*Statistically significant difference compared to week 1. Values are presented by means
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Figure 1. The ChronicEx-Intact and ChronicEx-Ovx groups’ maximal workload (g) at
weeks 1, 6 and 12. Values are presented by means =+ standard error of the mean, p<0.05,
(n = 10 each group). *Statistically significant difference as compared with week 1;

#Statistically significant difference between week 6 and week 12.
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Figure 2. Analysis of MMP activity in gastrocnemius muscle extracts by zymography (n
= 10 each group). The activity of the band was expressed as arbitrary units. Values are

presented by means + standard error of the mean, p<0.05.
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Figure 3. Analysis of MMP activity in soleus muscle extracts by zymography (n = 10
each group). The activity of the band was expressed as arbitrary units. Values are
presented by means + standard error of the mean, p<0.05. *Statistically significant
difference as compared with sedentary; #compared with Sed-Ovx; &compared with

Sed-Pseudo; $compared with AcuteEx-Intact; @compared with AcuteEx-Ovx.
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Figure 4. Analysis of MMP activity in tibialis anterior (TA) muscle extracts by
zymography (n = 10 each group). The activity of the band was expressed as arbitrary
units. Values are presented by means =+ standard error of the mean, p<0.05.
*Statistically significant difference as compared with sedentary; #compared with Sed-
Ovx; &compared with Sed-Pseudo; $compared with AcuteEx-Intact; @compared with

AcuteEx-Ovx; fcompared with ChronicEx-Intact.
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Figure 5. Analysis of MMP activity in extensor digitorium longus (EDL) muscle
extracts by zymography (n = 10 each group). The activity of the band was expressed as
arbitrary units. Values are presented by means + standard error of the mean, p<0.05.
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Abstract

The objective of the present study was to evaluate the effects of resistance training on
cytokines, leptin, resistin, and muscle strength in women. 35 sedentary post-menopausal
women aged 63.18 £ 4.8 years, height 163.5 = 6.7 cm, body mass 57.84 = 7.7 kg were
selected. The 16 weeks periodized resistance training consisted of two weekly sessions
with 3 sets of 6-14RM. Maximal strength was tested in bench press, leg press 45° and
arm curl. Plasma TNF-a, IL-6, IL-15, Leptin and Resistin were determined by ELISA.
Maximal strength in bench press, leg press 45° and arm curl exhibited a significant
increase. IL-6 chronically decreased compared with baseline before training. Leptin and
resistin decreased 24 hours after compared with basal and reduced at baseline compared
with pre-training. Periodized resistance training seems to be an important intervention

to reduce systemic inflammation induced by aging.

Keywords: aging, inflammation, systemic biomarkers, strength training.
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Introduction

The increasing proportion of elderly women and the increased life expectative
have been raising concerns on researchers and professionals in the health field,
especially regarding the physiological alterations involved in the post-menopausal
period. Approximately 40% of women search for medical care to treat menopause
induced symptoms, including: heat waves, night transpiration, vaginal dryness and sleep
disturbances (Nedrow et al., 2006). Another important biological dysfunction in post-
menopausal women is the “senile inflammation”, with a strong temporal relationship
between aging, inflammation and menopause.

The gradual decrease in estrogen release in aging and post-menopausal period
induce the increase in the levels of pro-inflammatory cytokines such as interleukin-6
(IL-6), interleukin-1 (IL-1) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) (Pfeilschifter et al.,
2002). Elevated inflammatory cytokines are associated with increased risks of
developing several types of cardiovascular disease (Reilly et al., 2005), osteoporosis
(Pfeilschifter et al., 2002), diabetes mellitus (Kadoglou et al., 2007), and geriatric
cachexia (Yeh et al., 2001) in later life. Several blood biomarkers are used as indicators
of systemic inflammation, including IL-6, TNF-a, interleukin 1-beta (IL-1p), resistin,
leptin, and C reactive protein (CRP) (Reilly et al., 2005; Tilg & Moschen 2006; Stewart
et al., 2007).

Hormone replacement therapy (HRT) decrease the levels of IL-6, IL-1 and TNF-
a in healthy post-menopausal women and also prevents the increase of IL-6 plasma
levels in ovariectomized rats (Pfeilschifter et al., 2002). However, HRT is not
universally accepted, mainly because of contra-indications and low adhesion of some
patients, the aversion by women is associated to the collateral effects, and long term

risks of some type of cancers (Olson, Bandera & Orlow, 2007; Zhang et al., 2007).
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The regular practice of exercise can be used as therapeutic modality to prevent
aging associated degenerative processes and the increase in systemic markers of
inflammation (Greiwe et al., 2001; Fatouros et al., 2005). However, with regard to
inflammations markers, the studies are controversial; for example, plasma leptin levels
remained unchanged after acute aerobic exercise (Ferguson et al., 2004) and decreased
(Nindl et al., 2002) with acute resistance exercise in young adults. Leptin was decreased
after approximately 24 h post-acute resistance exercise session, with no chronic training
effect (no difference between pre-training and chronic) in type 2 diabetic patients
(Kanaley et al., 2001).

There is only one study that found decreased leptin levels in older men after RT
of various protocols configurations (Fatouros et al., 2005). Kadoglou et al. (2007) found
a decrease in resistin and inflammatory cytokines after 16 weeks of aerobic exercise
consisting of four 45-60 min sessions per week (50-85% maximum oxygen
consumption [VO,max]). Frail elderly individuals present increased levels of TNF-a in
the muscle compared to younger correlates, which is associated to muscle protein loss.
After 3 months of resistance training muscle TNF-a levels were decreased (Greiwe et
al., 2001).

Active exercises, that include resistance training, can increase muscle strength,
skeletal muscle mass and bone mass (Barry & Carson, 2004). However, there is no
consensus on the influence of a program involving resistance training on inflammatory
markers levels in healthy and older individuals (Stewart et al., 2007). Recent evidence
highlighted the need of studies either supporting or refuting the use of resistance
exercise as an intervention in reducing inflammation in elderly people (Stewart et al.,

2007; Fatouros et al., 2005).
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This is the first study to investigate the effects of resistance training on systemic
inflammatory markers in elderly post-menopausal women. Our hypothesis was that
resistance exercise training would induce a decrease in systemic biomarkers of
inflammation. Therefore, the main objective of the present study was to investigate the
effects of periodized resistance training on resistin, leptin, cytokines and muscle

strength in older post-menopausal women.

Material and methods

Subjects

Participants were recruited on a voluntary basis from local community following
informative poster and lecture about the study. Each volunteer underwent a thorough
physical examination, which included a medical history, resting and exercise
electrocardiogram, blood pressure, and orthopedic evaluation prior to initiation of the
resistance training program. After completing the clinical examinations for the
inclusion, third five women aged 63.18 + 4.8 years, height 163.5 £ 6.7 cm, body mass
57.84 £ 7.7 kg, previously sedentary were selected. The inclusion criteria were: body
mass index <26kg/m’, sedentary without any consistent exercise in the 6 months prior to
the study, no hormonal reposition and no manifestation of cardiovascular or pulmonary
disease. All participants signed an informed consent document which was approved by
the Federal University of Sdo Carlos Research Ethics Committee for Human use. The
present research procedures were in accordance with guidelines for use of human

subjects set forth by the American College of Sports Medicine.
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Maximal strength assessments

After two weeks of adaptation to the resistance exercise machines and clinical
evaluations, maximal strength tests were performed (1RM). The IRM tests were
performed in the same day with a minimal 10 minutes of rest interval between the tests
in the following order: free weight barbell bench press, leg press 45° and standing arm
curl (Cybex International, Medway, MA). After a general warm-up (10 minutes of low
intensity treadmill running), individuals were submitted to eight repetitions with
estimated 50% of 1RM (according to each participant’s capacity), after one minute of
rest, three repetitions with estimated 70% of 1RM were performed. After three minutes
subsequent trials were performed for one repetition with progressively heavier weights
until the 1 RM was determined within three attempts, using 3- to 5-min rest periods
between trials. The standardization of range of motion and movement of the exercises
were conducted according to the descriptions of Brown & Weir (2001). To make sure
the pre-training 1RM were stable prior to beginning training the pre-training 1RM were
determined on three separate days with 2 days between them. The interclass correlation
was determined between the second and the third 1RM trials. A high interclass
correlation was found between the second and the third 1 RM trials (barbell bench press
r= 0.99, 45° leg press r= 0.99 and standing arm curl r= 0.99). The greatest | RM

determined from the last two trials was used as the baseline measure.

Resistance training

The resistance training was conducted in the linear periodization model. In this model,
also known as classic, the intensity of the training is increased in each microcycle (1 to
4 weeks) and the volume is decreased. The number of repetitions were reduced

(maintaining the minimal zone established for each cycle), in reason of the increased
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intensity. The applied periodization is based in previous study (Prestes et al., 2009).
Training loads were monitored in each session, according to the increase in muscle
capacity of the participants. Before the initiation of the periodization, participants were
submitted to two weeks of resistance training adaptation, they performed one exercise
for each main muscle group with two sets of 15 repetitions in each exercise; correct
movement execution and familiarization to resistance exercise types were emphasized.

After adaptation period, periodization was initiated. The order of the exercises in
the training sessions were: 1- barbell bench press, 2- leg press 45°, 3- seated row, 4-
knee extension, 5- lateral raise, 6- knee flexion, 7- arm extension, 8- hip adduction and
abduction, 9- arm curl and 10- standing calf raise. Additionally, at the end of each
training session abdominal crunches, 3 sets of 20-30 repetitions were included. Training
lasted 4 months, with two weekly sessions, in each of the listed exercises three sets to
concentric failure were performed (impossibility to perform a repetition with the correct
movement pattern); the number of repetitions and rest between sets and exercises were
followed according to the weekly prescribed intensity, as presented in figure 1. The
mean duration of each session was of 50 minutes. The duration of each repetition was 3-
4s, counting with the concentric and eccentric muscle actions. All sessions were
supervised by an experienced strength training professional.

In the four initial weeks 3 sets of 12-14RM were be performed; from the 5™ to
8™ week 3 sets of 10-12RM; from the 8" to 12 week 3 sets of 8-10RM; and from the
13" to 16™ 3 sets of 6-8RM. In all weeks, maximal repetitions to concentric failure were
performed for the proposed intensities. The loads were monitored in each session. At
the entire training duration, three sets were performed, independently of the intensity;
the rest interval was followed according to the intensity (figure 1); loads were adjusted

to maintain the number of maximal repetitions.
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Serum cytokines, Leptin and Resistin determination

Blood samples of 3ml were drawn from the antecubital vein in vaccumtainer tubes.
These samples were centrifuged at 2500rpm in 4°C during 20 minutes. Samples were
stored in aliquots with eppendorffs at -80°C freezer until analysis. TNF-a, IL-6, IL-15,
Leptin and Resistin dosages were determined by ELISA method (Immune Enzymatic
Essay in Solid Phase), according to specifications of the R&D Systems Quantikine High
Sensitivity Kit (R&D Systems Minneapolis, MN). The results were presented in pg/ml.
All samples were determined in duplicate to guarantee the precision of the results.
Cytokines and biomarkers were evaluated before, immediately after, 24h and 48h after
the first resistance training session and at the same periods after four months. The intra-
assay coefficient of variance (CV) was 3.1-9.7%, the inter-assay CV was 6.3—7%, and

the sensitivity was 0.0086 pg/ml.

Statistical Analysis

Data were presented as mean + SEM (standard error of the mean). Initially, the
normality Shapiro Wilk and the homocedasticity (Bartlet criteria) tests were done. All
variables presented a normal distribution and homocedasticity, so a repeated measures
analysis of variance (ANOVA) was used. The Tukey’s post hoc test was applied where
indicated by ANOVA. To test for significant differences between pre versus post-
training 1RM tests, paired student t test was used. In all calculations the alpha level was
set at p < 0.05. The software package used for all analyses was Statistica® 6.1 (Stat. Soft

Inc., Tulsa, OK, USA).
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Results
Maximal strength

There was a significant increase in barbell bench press, leg press 45° and standing arm
curl maximal strength comparing the evaluation before with the evaluation after 16

weeks of training, p < 0.05 (table 1).

Cytokines, Leptin and Resistin

There were no statistically significant acute or chronic alterations in TNF-a plasma
levels during the study (figure 2). On the other hand, IL-6 plasma levels were acutely
decreased after 48 hours as compared with basal levels in the evaluation before training.
Additionally, IL-6 was also acutely decreased after 48 hours as compared with
immediately after in the evaluation after 16 weeks of training. There was a chronic
decrease in IL-6, evidenced by the difference between basal levels before and after
training (figure 3). The only alteration observed in IL-15 plasma levels was an acute
increase after 48 hours compared with basal levels in the evaluation before training,
(figure 4). In the other periods, no acute or chronic statistically significant differences

were observed for IL-15.

Leptin plasma levels exhibited a decrease 24 hours after the first resistance
exercise as compared with basal levels. However, after 48 hours these levels increased
as compared with 24 hours after in the evaluation before training. Both, basal and 48
hours values were chronically decreased as compared with basal and 48 hours after 16
weeks of training, respectively (figure 5). There was a significant decrease in resistin
levels after 24 and 48 hours compared with basal levels and after 24 hours compared

with immediately after in the evaluation before training. Resistin also exhibited a



94

chronic decrease in basal and immediately after levels as compared with the same

periods of evaluation before training (figure 6).

Discussion

The main findings of the present study were the increased maximal strength in both,
lower and upper body, chronic decreased plasma levels of IL-6, leptin and resistin, with
minor or no alterations in IL-15 and TNF-a after 16 weeks of resistance training. Until
the moment, this is the first study to investigate these important inflammatory markers
together in elderly women after resistance training. Thus, our initial hypothesis has been
confirmed, since reduced levels of plasma inflammation markers were observed, along

with increase in muscle force.

Barry & Carson (2004) commented that older adults undertake resistance
training programs to combat the substantial declines in muscular strength and power
with the view to improving or maintaining functional capabilities. In the present study
there was a significant increase in upper and lower body maximal dynamic strength in
elderly women submitted to 16 weeks of periodized resistance training with loads
between 6-14RM.

According to Starkweather (2007) several biochemical markers of inflammation
have been used in recent physical activity intervention studies. For example, IL-6 and
TNF-o are proinflammatory cytokines defined as soluble mediators that are released
from various cells (macrophage/monocyte lineage). In particular, IL-6 is a
multifunctional cytokine that plays pleiotropic roles in immune regulation,
inflammation and its overproduction is associated with aging cardiovascular disease,
osteoporosis, rtheumatoid arthritis, type II diabetes, and Alzheimer’s disease (Kiecolt-

Glaser et al., 2003). Elevated IL-6 levels are also associated with frailty, functional
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capacity decline, decreased muscle strength, and may be used as a predictor of future
disability in older adults (Cohen et al., 1997; Ferrucci et al., 2001).

Plasma IL-6 increases during acute exercise in proportion to intensity, duration,
and level of fitness. IL-6 has been suggested as an important factor for the process of
muscle repair and cell turnover, as well as for some of the beneficial health effects of
exercise (Maggio et al., 2006). In contrast to these acute effects, chronically exercised
individuals tend to have lower levels of IL-6 and other inflammatory markers (Elosua et
al., 2005). For instance, older men and women between 60-90 years old submitted to 30
minutes of walking, five times per week at 60% of their heart rate for 10 weeks
exhibited significant decrease in serum IL-6, and improvements in stress state, mood,
and several quality of life indices (Starkweather, 2007). A study with 3,075 adults aged
70 to 79 found that individuals who reported higher levels of physical activity had
significantly lower levels of IL-6 (Colbert et al., 2004). Literature shows support for
either exercise-induced reductions (Castaneda et al., 2004) or unchanged levels (White,
Castellano & McCoy, 2006) of plasma/serum inflammatory cytokines.

However, the studies that investigated the effects of resistance training in elderly
are sparse and showed contrasting results. Bautmans et al. (2005) found a trend for a
decrease in concentrations of circulating IL-6 after six weeks of periodized resistance
training in elderly individuals. There were no significant alterations in circulating IL-1j,
TNF-a, IL-2 or IL-6 after 12 weeks of progressive resistance training in elderly subjects
(Kapasi et al., 2003). Differently, in the present study there was a significant chronic
decrease in IL-6 plasma levels after 16 weeks of resistance training. It is possible that a
longer time (>12 weeks) could be necessary to bring out chronic alterations in plasma
IL-6. There was no chronic effect of 16 weeks of resistance training on plasma TNF-q,

consistent with the above mentioned studies.
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IL-15 was initially identified as a T-cell growth factor and shares many
properties and functions with IL-2 (Giri et al., 1995). Besides IL-15 immune functions,
this cytokine serves as a growth factor, which is highly expressed in skeletal muscle
resulting in tissue hypertrophy (Nielsen & Pedersen, 2007). An in vivo study indicate
that systemic administration of IL-15 in muscle wasting rats with cancer cachexia
decreases muscle protein degradation, preserving lean body mass (Carbo et al., 2000).
Ostrowski et al. (1998) found no alterations in plasma IL-15 (measured up to 6 hours
after exercise) in response to 2.5h of treadmill running at 75% of VO,max. After 10
weeks of resistance training 3sessions/week with loads set at 80% of 1RM there was an
acute increase immediately after exercise but not chronic in plasma IL-15 in young
individuals (Riechman et al., 2004). In the present study, we found an increase in IL-15
plasma levels 48h after the first resistance exercise session compared with baseline
values. Similarly to the above mentioned studies, no chronic effect of training was
observed. It is possible that this cytokine is involved in acute muscle repair and growth
after resistance training sessions, acting more locally than presenting chronic plasma
alterations.

Leptin is a hormone/cytokine released from adipose tissue, which may have an
effect on appetite. Circulating leptin levels increase with weight gain and decrease with
weight loss (Fatouros et al., 2005). With regard to the immune system, leptin typically
exerts proinflammatory effects on the organism. There is evidence that leptin may
trigger the growing of several cancer cells, including pancreatic, ovarian, prostate cells,
pulmonary carcinomas and gastric cells (Tilg & Moschen 2006). Leptin signals directly
to OBRy, receptors on the surface of macrophages membrane, inducing the synthesis of

proinflammatory cytokines as TNF-a, IL-6 and IL-12 (Tilg & Moschen 2006).
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Exercise alters the homeostasis of energy balance, sympathoadrenal discharge,
as well as hormonal and metabolic responses, which may influence leptin levels at rest
or during exercise. Some previous studies examined the effects of acute, but not
chronic, exercise on plasma leptin levels. For example, type 2 diabetic individuals
exhibited a significant 30% reduction in resting leptin levels 24 h after a single bout of
resistance exercise, with no chronic training effect after six weeks (Kanaley et al.,
2001). Leptin exhibited a delayed reduction 9-13 hours in the systemic circulation after
an acute resistance-exercise protocol for the main muscle groups with loads between 70-
85% of IRM (Nindl et al., 2002). The acute alterations resulting from different
resistance exercise intensities on plasma leptin levels, maximal strength (4 sets of five
repetitions at 88% of 1RM with 3 min of rest between sets), muscular hypertrophy (4
sets of 10 repetitions at 75% of 1RM with 2 min of rest between sets), and strength
endurance (4 sets of 15 repetitions at 60% of 1RM with 1 min of rest between sets) were
tested in young individuals; the results showed a significant decrease in leptin 30
minutes after exercise, with no difference between the protocols (Zafeiridis et al., 2003).
Similarly, in the present study leptin decreased 24 hours after the first acute resistance
exercise session and returned to pre-exercise values after 48 hours in older post-
menopausal women.

However, there is lack of information available regarding the chronic effects of
resistance training on leptin older adults. Fatouros et al. (2005) tested the effect of
different resistance exercise intensities in overweight inactive elderly subjects, low
intensity (45-50% of 1RM), moderate intensity (60-65% of 1RM) and high intensity
(80-85% of 1RM). The training protocol was performed three times per week for 24
weeks, all groups presented significant chronic decrease in leptin plasma levels, with

greater reductions for the high intensity group. After 24 weeks of detraining leptin
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values increased again. In our study, it was observed a significant chronic decrease in
serum leptin after 16 weeks of resistance training. Possible explanation for leptin
decline induced by resistance exercise is due to elevated glucose uptake by peripheral
tissues in the presence of lactate, induced acidosis, augmented sympathoadrenal
discharge and energy expenditure, glycogen depletion, and glycolysis inhibition
(Fatouros et al., 2005).

Another inflammatory biomarker and risk factor of atherosclerotic
cardiovascular disease is resistin (Reilly et al., 2005). Jamurtas et al. (2006) showed no
acute alteration of resistin plasma levels up to 48h after a 45 minutes cycle ergometer
exercise bout at 65% of the VO,max in middle aged overweight males. Another study
did not find chronic alterations in resistin levels after 14 weeks of aerobic training that
consisted of supervised walking program 3 to 4 times per week for 60 minutes at 65%
to 70% VO, peak in diabetic post-menopausal women (Giannopoulou et al., 2005). On
the other hand, older diabetic individuals submitted to 16 weeks of aerobic exercise
training with four 45-60 minutes sessions per week at 50-85% of the VO,max exhibited
a significant chronic decrease in resistin levels (Kadoglou et al., 2007). A recent study
found a significant decrease in resistin levels after 8 weeks of supervised aerobic
training in overweight adolescents (Jones et al., 2009). The present study is the first that
examined the effects of acute and chronic resistance training on resistin plasma levels in
older post-menopausal women. The results pointed to a decrease after 24 and 48h after
the acute exercise session compared with baseline values and significant reductions
after 16 weeks of training compared to baseline and immediately after values. It is
possible that resistin is affected by the type and intensity of exercise, aerobic versus

resistance training, duration of the study and population analyzed.
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In summary, the present study brings up important clinical effects of periodized
resistance exercise training on muscle force and inflammatory biomarkers in post-
menopausal elderly women. 16 weeks of resistance training induces increase in upper
and lower body muscle force, chronic decline in IL-6, leptin and resistin serum levels
with minor or no effects on IL-15 and TNF-a. These results outline the importance of
resistance exercise as a non pharmacological tool in the treatment of aging associated

inflammation.
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Table 1. Dynamic maximal strength tests (1RM) before and after 16 weeks of training.

Maximal strength test (LIRM) Evaluation before Evaluation after 16 weeks

training
Barbell bench press (kg) 31.83 +£0.80 38.34 £ 1.15%
Leg press 45° (kg) 172.21 £5.57 225.17 + 7.06*
Standing arm curl (kg) 20.76 £ 0.45 22.75+0.51*

Results are presented as means + standard error of the mean (SEM). *Statistically

significant difference as compared with the evaluation before training, (n= 35), p < 0.05.
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Figure 1. Resistance training program.

Sets x repetitions Rest interval between sets and exercises
3x12-14RM 1 minute
3x10-12 RM 1 minute and 20 seconds
3x8-10RM 1 minute and 40 seconds
3 x6-8 RM 2 minutes
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Figure 2. Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) plasma levels (pg/ml). The values are
presented as means + standard error of the mean (SEM) (n= 35), p < 0.05. TNF-a was
evaluated at baseline (basal), immediately after (After), 24 hours (24H) and 48 hours
(48H) after the first resistance exercise session (black bars), and after 16 weeks of

training (white bars).



108

IL-6 plasma levels (pg/ml)
— — N N (o8} w s
o (6 o 6] o (6] o )] o
| L | L 1 L 1 L | L | L | ) | L | )

Basal After 24H 48H Basal After 24H 48H
Before training After training

Figure 3. Interleukin-6 (IL-6) plasma levels (pg/ml). The values are presented as means
+ standard error of the mean (SEM) (n= 35), p < 0.05. IL-6 was evaluated at baseline
(basal), immediately after (After), 24 hours (24H) and 48 hours (48H) after the first
resistance exercise session (black bars), and after 16 weeks of training (white bars).
*Statistically significant difference as compared with basal levels. "Statistically
significant difference as compared with immediately after. 'Statistically significant

difference as compared with the same period of evaluation before training.
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Figure 4. Interleukin-15 (IL-15) plasma levels (pg/ml). The values are presented as
means + standard error of the mean (SEM) (n= 35), p < 0.05. IL-15 was evaluated at
baseline (basal), immediately after (After), 24 hours (24H) and 48 hours (48H) after the
first resistance exercise session (black bars), and after 16 weeks of training (white bars).

*Statistically significant difference as compared with basal levels.
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Figure 5. Leptin plasma levels (pg/ml). The values are presented as means + standard
error of the mean (SEM) (n= 35), p < 0.05. Leptin was evaluated at baseline (basal),
immediately after (After), 24 hours (24H) and 48 hours (48H) after the first resistance
exercise session (black bars), and after 16 weeks of training (white bars). *Statistically
significant difference as compared with basal levels. “Statistically significant difference
as compared with 24 hours after. "Statistically significant difference as compared with

the same period of evaluation before training.
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Figure 6. Resistin plasma levels (pg/ml). The values are presented as means + standard

error of the mean (SEM) (n= 35), p < 0.05. Resistin was evaluated at baseline (basal),

immediately after (After), 24 hours (24H) and 48 hours (48H) after the first resistance

exercise session (black bars), and after 16 weeks of training (white bars). *Statistically

significant difference as compared with basal levels. *Statistically significant difference

as compared with immediately after. 'Statistically significant difference as compared

with the same period of evaluation before training.
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