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RESUMO

A obesidade visceral é um importante fator de risco para doengas cardiovasculares. Apos a
menopausa, as gorduras passam a ser depositadas preferencialmente em locais viscerais e
surgem desordens no metabolismo lipidico e um quadro inflamatério crénico de baixa
intensidade. O treinamento resistido (TR) possui efeitos benéficos na pds-menopausa, mas
ndo se sabe se ele é efetivo para normalizar as desordens do tecido adiposo visceral. Para
pesquisar estas respostas, ratas Sprague-Dawley adultas foram divididas em 4 grupos (n=6
por grupo): Sham sedentérias (SHAM), ovariectomizadas sedentérias (OVX), sham treinadas
(SHAM-TR) e OVX-TR. A cirurgia foi realizada quando as ratas estavam com 250 gramas.
Apo6s 3 semanas, 0s grupos treinados iniciaram um programa de treinamento de 10 semanas
(3x por semana) de escalada (4-9 repeticdes) em uma escada vertical de 1,1 m de altura com
sobrecargas progressivas de 65%, 85%, 95% and 100% da carga maxima do rato. As ratas
foram sacrificadas 92 dias apds a ovariectomia e 48 horas ap0s a ultima sess@o de treino. Os
tecidos adiposos mesentéerico, parametrial e subcutaneo foram preparados em colidina e
tetroxido de ésmio para analises morfométricas e parte do tecido mesentérico foi armazenado
para analises de expressdo génica por PCR quantitativa. O treinamento resistido evitou o
aumento de massa corporal provocado pela ovariectomia, consumo alimentar, eficiéncia
alimentar e a area dos adipdcitos mesentérico e subcutaneo, mas nao do parametrial. Além
disso, evitou a alta expresséo dos genes lipogénicos PPAR-y, SREBP-1c e de seus genes alvos
ACC e SCD-1. Adicionalmente, o TR, aumentou a expressdo do gene da PB-oxidacéo
mitocondrial CPT-1 nas ratas OVX-TR. O TR também evitou a condicdo inflamatéria de
baixa intensidade instaurada nas ratas OVX, demonstrado pelo acimulo de macréfagos
(F4/80 e CD11b), aumento de células Thl ativadas (IFN-y) e de mediadores pd-inflamatorios
(TNF-a, IL-1B e IL-6), além de criar um ambiente anti-inflamatdrio (IL-10). Os resultados
deste trabalho refletem um significativo efeito profilatico do treinamento resistido sobre
parametros fisiologicos e moleculares na falta dos hormdnios ovarianos. Portanto, podemos
sugerir que este pode ser um vantajoso tratamento de baixo custo no periodo p6s-menopausal,

se adequadamente prescrito.

Palavras-chave: Exercicio. Ovariectomia. Inflamag&o. Tecido adiposo visceral. Metabolismo

lipidico. Treinamento resistido. Obesidade.



ABSTRACT

Visceral obesity is an important risk factor cardiovascular diseases. After menopause, fat
distribution shifts to visceral depots leading to lipid metabolism disorders and chronic low-
grade inflammation. Resistance training (RT) has beneficial effects in postmenopausal
women, but its effectiveness in normalizing visceral adipose tissue disorders is not well
understood. To address this questions adult female Sprague-Dawley rats were randomly
divided into six groups (n=6 per group): sham-sedentary (SHAM), ovariectomized- sedentary
(OVX), SHAM-trained (S-T), OVX-T. Sham or ovariectomy procedure was performed with
250 grams. Three weeks after the surgery, trained groups started 10 weeks of climbing in a
1.1-m vertical ladder with progressive load of 65%, 85%, 95% and 100% of rat’s previous
maximal overload. All animals were Killed 92 days after being ovariectomized and trained
animals were Killed 48 hours after the last training session. Mesenteric, parametrial and
subcutaneous adipose tissues were prepared for morphometric analyses in colidina and
osmium tetroxide and part of mesenteric adipose tissue was stored for mRNA analyses by
quantitative PCR. Resistance training prevented ovariectomy-induced higher body weight,
food intake, feeding efficiency and mesenteric and subcutaneous, but not parametrial
adipocyte area. In addition, RT avoided OVX-induced upregulation in the lipogenic genes
PPAR-y, SREBP-1c and its downstream targets SCD-1 and ACC gene expression. Further,
RT increases the gene expression of mitochondrial B-oxidation enzyme CPT-1 in OVX rats.
RT also prevented the chronic low-grade inflammation in OVX group, demonstrated by the
presence of macrophage markers (F4/80 and CD11b), increase in activated Thl cells (IFN-y)
and the proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-1p and IL-6). RT additionally created an anti-
inflammatory (IL-10) environment. The present results reflect a powerful prophylactic effects
of resistance training in preventing pathological effects of estrogen deficiency, both at
physiological and molecular levels. Therefore, we suggest that this may be an advantageous

low cost-effective treatment at post-menopausal phase, since appropriately prescribed.

Keywords: Exercise. Ovariectomy. Inflammation. Visceral adipose tissue. Lipid metabolism.

Resistance training. Obesity.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: llustracdo de trés tipos distintos de células adiposas. (a) Célula adiposa branca; (b)
Célula adiposa bege; (c) Célula adiposa marrom *Gota lipidica (adaptado de Spiegelman,

Figura 2: Esquema ilustrando os dois possiveis mecanismos de desenvolvimento da
obesidade: hiperplasia (aumento do numero de células) e/ou hipertrofia (aumento do

tamanho das células). MSCs células tronco mesenquimais (adaptado de Bae; Kim;Lee,

Figura 3. O TA em humanos. O TA visceral esta associado com maior risco de diversas
doencas metabdlicas e mortalidade enquanto o TA subcutaneo e o marrom estdo
associados com um melhor metabolismo (adaptado de Tran; Kahn, 2010). ...................... 25

Figura 4. Esquema que representa as denominacdo dos tipos de obesidade em relacdo a
distribuicdo dos locais de depdsito de gordura. A obesidade androide ou tipo maca (esq.)
evidencia depdsito de gordura visceral. Na obesidade gindide ou tipo pera (dir.),

predomina o acumulo de gordura subcutanea. Individuos com obesidade tipo maca

apresentam maior risco a satde (adaptado de Harvey; Ferrier, 2012). ........ccccoeevivveeinnnnns 26
Figura 5. Expectativa de vida no Brasil (adaptado de IBGE, 2009)............ccccceevivveeviieennnn. 27
Figura 6. Mudancas induzidas pela obesidade na infiltracdo e polarizacdo de macrofagos

(Galic; Oakhill; Steinberg, 2010). .....coivieiciieeciee e 34

Figura 7. Esquema para a relacdo entre massa muscular, anormalidades metabdlicas e
inflamacédo. O treinamento resistido possui um efeito Gnico sobre (1) a massa muscular e
forca e portanto, sobre (2) o clearance de glicose por reduzir a sarcopenia e 0 ganho de
massa gorda. Dessa forma, o treinamento resistido pode (3) diminuir a gordura visceral e
mudar a distribuicdo de gordura corporal assim, (iv) modificando anormalidades
metabolicas e a inflamacdo. Os efeitos anti-inflamatdrios do treinamento resistido podem
ser mediado via tanto uma reducdo da massa de gordura visceral quanto a indugdo de um

ambiente anti-inflamatério criado com cada sessdo de exercicio (Strasser; Arvandi; Siebert,



Figura 9. Etapas do procedimento cirargico. (a) Anestésicos utilizados. (b) Remocéo dos
ovarios. (c) Recolocagdo no utero na cavidade abdominal. (d) Recuperagdo pés-cirdrgico
em caixas individuais em local aquecido (acervo pessoal)..........ccccooevvieiiiiniiiiiciiicinnn 46

Figura 10. Modelo experimental. (a) Dimensdes da escada utilizada; (b) aparatos de
sobrecarga; (c) rata realizando o treinamento (acervo pessoal). .........ccccvvveriiinieniieeninn. 48

Figura 11. Exemplo de gel de RNA. As setas vermelhas indicam amostras que perderam a
integridade durante a extracdo e precisaram serem refeitas. Nas outras linhas é possivel
visualizar a integridade das bandas ribossomais 18 e 28 s (acervo pessoal). ..................... 51

Figura 12. Validacdo de amplificacdo especifica para os produtos da PCR (a) llustracdo da
formacdo de apenas um pico na curva de melting. . (b) Exemplo de confirmacédo da
amplificacdo do gene esperado, identificado pela formacdo de apenas uma banda e no
tamanho esperado, feito em gel de agarose. As amostras aplicadas no gel séo o produto do

Figura 13. Exemplo de curvas de amplificacdo de PCR em tempo real ilustrando o padrdo de
amplificacdo de (a) gene constitutivo e; (b) gene alvo..........cccevciveiiiie i, 53
Figura 14. Representacdo do resultado de coleta do esfregago vaginal. Apos o procedimento
cirurgico, as ratas pseudo- ovariectomizadas continuaram a ciclar normalmente. As ratas
ovariectomizadas bilateralmente apresentaram sempre 0s mesmos tipos de celulas,
caracteristica da fase TIESIIO. ......uiiiiiiiie et 55
Figura 155. Comparacdo da carga maxima incremental dos grupos SHAM-TR e ratas OV X-
TR ao longo das semanas de treinamento (n=6 por grupo). SHAM-TR = sham treinamento

resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo médias +

Figura 166. Comparacdo da eficiéncia alimentar entre os grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e
OVX-TR (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentéria,
SHAM-TR = sham treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento
resistido. Os dados sdo média + EPM. %p <0,05, ®p <0,001 VS OVX......cvevveeererrrrerenns 58

Figura 17. Area das células adiposas (a) mesentérica, (b) parametrial e (c) subcutinea das
ratas dos grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-TR. (n=6 por grupo). SHAM = sham
sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham treinamento resistido e
OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. ?p <0,05,
% <0,001 vs SHAM, *°p <0,001 vs OVX, “p <0,001 Vs SHAM-TR. ...c.ovvverirrreernne. 59

Figura 18. Comparacdo da expressdo génica de PPAR-y entre os grupos SHAM, OVX,
SHAM-TR e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham



sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham treinamento resistido e
OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média = EPM. ®p <0,05,
0 <0,001 VS SHAM, D <0,001 VS OVX......vevoeeeeeeeeeeeeeee oo, 60
Figura 19. Comparacgéo da expresséo génica de (a) SREBP-1c, (b) SCD-1 e (c) ACC entre 0s
grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por
grupo). SHAM = sham sedentéaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham
treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados séo
média + EPM. #p <0,001 vs SHAM, *p <0,001 vs OV X, a “p <0,001 vs SHAM-TR...... 62
Figura 20. Comparacdo da expressdo génica de CPT-1 entre os grupos SHAM, OVX,
SHAM-TR e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham
sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham treinamento resistido e
OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. ®p <0,05,
% <0,001 vs SHAM, ™p <0,001 vs OVX, a “p <0,001 vs SHAM-TR. .....ovvvrirerrrrnne. 63
Figura 21. Comparacao da expressao génica de HSL entre os grupos SHAM, OV X, SHAM-
TR e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentéria,
OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham treinamento resistido e OVX-TR =
ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. *p <0,001 vs SHAM,
*bn <0,001 vs OVX, @ °p <0,001 VS SHAM-TR....c.vmieeieeeeeeeeeeeeeeseeee s eeee s 64
Figura 22. Comparacdo da expressdo génica de (a)MCP-1, (b) Osteopontina e (c) Rantes
entre os grupos SHAM, OV X, SHAM-TR e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6
por grupo). SHAM = sham sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR =
sham treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados
s30 média + EPM. %p <0,05 vs SHAM, *°p <0,001 vs OVX, °p <0,001 vs SHAM-TR..... 65
Figura 23. Comparacdo da expressdo génica de (a) F4/80 e (b) CD11b entre os grupos
SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por grupo).
SHAM = sham sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham
treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados séo
média + EPM. ®p <0,05, *p <0,001 vs SHAM, °p <0,05, *°p <0,001 vs OVX. ................. 66
Figura 24. Comparagdo da expressdo génica de IFN-y entre os grupos SHAM, OV X, SHAM-
TR e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentéria,
OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham treinamento resistido e OVX-TR =
ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. ®p <0,05, *p <0,001
VS SHAM, ®P0 0,001 VS OV X ..ottt 67



Figura 25. Comparacdo da expressao génica de IL-1B (a), IL-6 (b) e TNF-a (c) entre os
grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por
grupo). SHAM = sham sedentéaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham
treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados séo
média = EPM. ?p <0,05, *p <0,001 vs SHAM, p <0,001 VS OVX. .....covvvrrrrrrrrrenrennn. 68

Figura 26. Comparagdo da expressdo génica de arginase-1 entre os grupos SHAM, OVX,
SHAM-TR e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham
sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham treinamento resistido e
OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. ®p <0,05,
n <0,001 vs SHAM, ™p <0,001 vs OVX, “p <0,001 vs SHAM-TR. .....ovvvvvrreerrrernnne. 69

Figura 27. Comparagéo da expresséo génica de IL-10 entre os grupos SHAM, OV X, SHAM-
TR e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentéria,
OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham treinamento resistido e OVX-TR =
ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. *p <0,001 vs SHAM,
®bn <0,001 vs OVX € ©p <0,001 VS SHAM-TR.....covmieeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeseeeeeeeesenenennos 70

Figura 28. Comparacao das relagdes IL-10/ TNF-a entre os grupos SHAM, OVX, SHAM-TR
e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentéria,
OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham treinamento resistido e OVX-TR =
ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. *p <0,001 vs SHAM,
®bn <0,001 vs OVX € ©p <0,001 VS SHAM-TR.....covereeeeeeeeeeeeeeeeeereseeeseeeeseeeseenenenenen 70

Figura 29. Funcdo protetora do treinamento resistido sobre o tecido adiposo visceral
mesentérico de ratas ovariectomizadas. (a) Nas ratas OV X, a area dos adipdcitos aumenta,
ocorre a infiltracdo e ativacdo de macréfagos M1 de células T helper 1 e (b) a expressdo
dos genes lipogénicos permanece alta, mesmo no jejum. O aumento na expressao de ACC
indica formacao de Malonil Coa em grande quantidade, o que inibi a CPT-1. O aumento na
expressdo de PPAR-y provavelmente estd estimulando a expressdo de arginase 1 nestas
ratas OVX, 0 que parece ser um mecanismo protetor que retarda o surgimento da Rl em
roedores OVX. (c) O treinamento resistido normaliza todos estes pardmetros. Reduz a
inflamacédo e adicionalmente aumenta a expressdao da citocina anti-inflamatoria 1L-10. d)
Inibi a elevada expressdo dos genes lipogénicos no jejum. A reducdo de ACC resulta em
menor formagdo de Malonil Coa, que para de inibir a CPT-1 e aumenta nas ratas OVX
treinadas, indicando maior B-oxidagdo mitocondrial.............cccooiiiiii i 83

Figura 30. (a) e (b) sdo géis com as mesmas amostras, corrido e blogueados da mesma

forma. Porém (a) foi incubado com uma diluigdo nova 1:100 do anticorpo e (b) foi o



segundo uso do anticorpo na mesma diluicdo. (c) Teste de concentracdo de proteina.
Observe que quanto maior a concentragcdo, mais bandas perto de 26 KDa e menor a
intensidade ProxXimo @ 55 KDa.........oiiiiiiiieiiiie et 97



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Primers utilizados para amplificacdo dos genes de interesse por gRT-PCR. .......... 52
Tabela 2. Medidas fisioldgicas das ratas SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-TR........c.......... 57



LISTA DE SIGLAS

ACC Acetil-CoA carboxilase

AG Acido graxo

aP2 proteina do adip6cito 2

CDs células dentriticas

CPT-1 Carnitina palmitoil-transferase 1

FAS &cido graxo sintetase

FVE fragdo vascular estromal

HSL Lipase sensivel a horménio

IFN interferon

IL interleucina

LPL lipopolisacarideo

MCP-1 proteina-1 quimioatraente de monocitos
MSCs células tronco mesenquimais

NO o6xido nitrico

RI resisténcia a insulina

OVX Ovariectomizadas

PPAR-y Receptor ativado por proliferadores de peroxissomos gamma
RNAm Acido Ribonucleico mensageiro
RNases ribonucleases

RPLPO Proteina ribossomal grande

SCD-1 estearoil coenzima dessaturase-1



SREBP-1c elemento regulado por esterois-1¢
TA tecido adiposo

TAB tecido adiposo branco

TAM tecido adiposo marrom

TAP Tecido adiposo visceral perigonadal
TAS tecido adiposo subcutaneo

TAV tecido adiposo visceral

TCA ciclo do &cido carboxilico

TG triacilglicerois

Th célula T helper

TNF fator de necrose tumoral

TR treinamento resistido

TRA treinamento aerobio

TRH terapia de reposi¢do hormonal

UCP uncoupling protein



SUMARIO

1 INTRODUGAD. ......c.oiicieeeee et ee ettt sttt ettt ettt n et en st en et enneeeas 19
1.1 O TeCido AdIPOSO..cccuueeiieeeiireennnnreeeeerreennnssseeeeerseennnssssseesssssnnnsssssssssssssnnnsssssssssssannns 20

1.1.1  TeCido AQIPOSO BraNCO.......oiuieiiiiiie ittt e ettt e et e et et e e saeesrbeesrbeenreeans 22

1.2 Aspectos fisiopatologicos da obesidade ........ccourrreemmeciiiiiiiieemnnieciennnneeennnseeeeeeneeenns 26

TG | =T To T o T LU T 27

1.4 Metabolismo dos acidos graxos e dos triacilglicerdis .........ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 29

1.5 Inflamagao crénica de baixa intensidade.........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniinin, 32

T T o 1] o N 35

1.6.1  Principios do treinamento fiSICO.........cuiiiiiiiiecicce e 36

1.6.2  EXEICICIO RESISTIAO ....euvivitiieiteiteite sttt r e bt 38

2 OBUJIETIVO ..ottt ettt ettt s b e s b e et et e e s te et e et e e be e ab e e abe e e be e ateeateenteenreeareeas 42
R T T - | P 42

2 N =1 ¢ Y=Y of 1 { ol o 3N 42

3 METODOLOGIA ...ttt bt bbb bt e s bt e sb e sbe e sbeesbeesbeesbeenbeenaeens 43
R T Y 1 T 1N 43

3.2 Periodo EXperimental..........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeennennnsnnnnmnsssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnsnnns 43

3.3 Plano experimental ..........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenneeneenenennmssnssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnns 44
Grupos Sham (Pseudo OVarieCtomMIZad) ..........eiuerieiiiieri ettt 44

GrUPOS OVAITECIOMIZAAAS .. c.vevvereentieiiesiee sttt ettt sttt ettt et s et e e s e st e e bbb e nbeenbeebeaneenbeenes 45

ANIMAIS SEABNTANTOS ...ttt ettt ettt ettt e bt et e bt e bt e be e b b e nbeebean b e nte e 45

ANIMAIS TIEINAIOS ...ttt ettt ettt et e e s et e bt et e bt e sbe e be e b b e nbeebeaneente e 45
Procedimentos Cirtrgicos da Ovariectomia (OVX) .......c.oviiierieriiienie st 45

(00411 (0] LN (o Mo [od (o JE=TS) 1 - | I TP 46

3.4 Protocolo de treinameENto .......ccciivvnneeiiiiiiiiiinnnnseiiiiiiiinsseeeiiisissssssesseessssssse 47

3.5 Sacrificio dos animais e retirada dos teCidos .......cccciiiiiiiinnnneeiiiiiiiiinnnneeeenne.. 49

3.6 Efici@ncia alimentar ......ccceeeiiiiiiiiiinnneeiiiiiiiinneeiiiinimsseeiiiesmmsssesssssssssssse 49

3.7 Glicemia de JEJUM .. cciiiieeeeeiiiciiiiiieiiecceettteennnesseeeseeeennnssssssessseennnsssssssssssesnnnsssssssnns 49

3.8 ANalise MOrfOMEALIICA....cccceeiiiiiiiiirrnnneitiiieiiiisnnseetiiesisssssssssessssssssssssssssesssssssssssannnns 50

3.9 Extracdao do RNA total e controle de qualidade.....cccccceuueiiiiiiiiieenncciiininieecnncsciennns 50
3.9.1 Tratamento com DNaS€ € TranSCriGAO FEVEISA . .......uuevrereerueererareesieesteaseesseeseeaeesseeseeeeesseensesees 51

3.9.2  PCR @M EMPO TN ....eveiiieiieiieciee st ee sttt ettt et e et et enbe e e sreenae e eereenneeneeaneeneeeees 51



3.10 ANAlISE ESTAtiSTICA.ceuuiereenerirreeneiereenesiereenssereenssereensssssesssssssessssssesssssseensssssesnsssssennsnsne 53

4 RESULTADOS ... .ottt ettt et e e et e e et e e st e e et e e e be e e ebae e sbteesabeesbeseeteeesreeesaeens 55
4.1 Controle do ciclo estral e massa do Utero..........ccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinssscsnssssssssssseeas 55

4.2 Carga de Carre8amENtO .....cccueeeeeeeneeeerrreeennsseeeeeereennnssssseseessennnssssssesssssnnnssssssssssssanns 55

4.3 GlicemMia de JEJUM . .ceeeeeeciiiiireeenneeeeeeetteennnsseeeeeereennnssssseesessennnsssssssesssennnnsssssssssssnnns 56

4.4 Ingestao alimentar, massa corporal, e eficiéncia alimentar.........ccccoevviiiiiiiiiiiiinnnnnn. 56

4.5 Area dos adiPOCItOS....c.cvueueerereererreeesersesessesesesseseesesesessessesessessesessessssessesessesesesseses 58

4.6 Expressao de genes que coordenam o metabolismo lipidico........ccccoeiiiiiiiiiiiininnnnn. 60
4.6.1  AJIPOGENESE € lIPOGBNESE. ... eeiueeeieeieeieeetie et et ettt e st et et e s ae e st e e st b e e ste e e beearbeestbeenteeeteeenaeas 60

4.6.2  Principais reguladores da liPOgBNESE...........oiiiriiiieiieiic et 61

4.6.3  B-OXIOAGHD ...uvieieieeti e 62

3 S IR 1o TSP P RSP 63

4.7 Expressao de genes relacionados a inflamagao crénica de baixa intensidade.......... 64
4.7.1  Quimioatraentes de MONGOCITOS........ccviiiveiieiieerieiie st ettt e st ste e ste et e e be et e ste e sreaseesre e 64

4.7.2 ldentificadores da presenca de MacrOfagoS. .........cviiiiiiiiiiiiiiaiee s 66

4.7.3  Ativador de macrofagos ML .........cocoioiiiieii ettt 67

4.7.4  CitoCinas INFIAMALOIAS. ... ..vviveiiiiiiiiii sttt b e re e aneas 67

4.7.5 Identificador de macr6fagos M2a atiVados ............coveriiieiiiniiieiie e 69

4.7.6  Citocing anti-INFlamMatOria. .........eoveriiieiie e 69

A.7.7  RElAGAOD IL-LO/TINF0L 1evveiieitieiteeite sttt ettt ettt bbbttt b e s e 70

5 DISCUSSAD ..ottt 71
B REFERENCIAS .......ocoiiiiieiiie ettt bbb 84
APENDICE A - TENTATIVAS DE WESTERN BLOTTING .....ooooviiiiieeeeeeeeee e 96

ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA ettt et eee e enais 99



19

1 INTRODUCAO

Com a necessidade atual de dividir seu tempo entre varias obrigagdes, como
trabalho, filhos, casa, quando a mulher se da conta, ja estd na meia idade e uma nova etapa da

vida se iniciarg, a vida na p6s-menopausa.

Na menopausa ocorre a interrupcdo permanente da atividade folicular ovariana,
0 que gera a insuficiéncia dos hormonios ovarianos, incluindo o estrogénio, um importante
horménio que regula diversos processos metabdlicos, como homeostase da glicose,
metabolismo lipidico, processo de recuperacdo do musculo esquelético e calcificacdo dssea.
Em adicdo, apds a menopausa ocorre reducdo da massa magra, aumento da massa gorda,
preferencialmente a visceral fatores estes que predispdem a resisténcia a insulina e

dislipidemia

A partir da revisdo de literatura apresentada na introducdo deste trabalho
pretendemos fornecer, por meio de uma selecdo reduzida da vasta literatura, uma viséo geral
dos principais pontos relacionados ao tecido adiposo, menopausa, metabolismo lipidico,
inflamacéo cronica de baixa intensidade e treinamento resistido e dessa forma, conduzir a
leitura para a necessidade que se propds este estudo. Considerando a impossibilidade médica
e/ou o receio da mulher em relacdo aos efeitos colaterais do tratamento de reposi¢do hormonal
pOs-menopausa, este trabalho objetivou buscar, por meio da manipulacdo no estilo de vida
sedentéario/fisicamente ativo, melhorar a fisiopatologia do tecido adiposo na auséncia dos

horménios ovarianos.

Considerando o importante envolvimento do tecido adiposo visceral com
diversas patologias e o objetivo deste trabalho que foi estudar os efeitos do treinamento
crénico nete tecido, utilizamos o modelo de ovariectomia em ratas para estudar o proposto por
este estudo, devido a impossibilidade de obter amostras humanas desse tecido em situagdo

onde a cirurgia ndo se faz necessaria.

A ovariectomia de roedores é uma maneira de mimetizar a perda do hormdnio
ovariano humano, sendo um modelo animal amplamente utilizado em pesquisas. Utilizada na
idade adulta destes animais, a ovariectomia também promove a distingdo entre possiveis
fatores que possam confundir os efeitos da falta dos horménios ovarianos com efeitos

provocados pelo envelhecimento.
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1.1 O Tecido Adiposo

O tecido adiposo (TA) € o local primario de estoque de energia no corpo, além
de ser um importante 6rgao enddcrino. O TA secreta diversos hormdnios e fatores envolvidos
na regulacdo de varias funcGes fisioldgicas, como controle da ingestdo alimentar e gasto
energético, resposta imunoldgica, reproducéo, sensibilidade a insulina e crescimento vascular
e esquelético (Lin et al., 2005; Majka et al., 2010)

Além de adipdcitos preenchidos com lipidios, no TA sdo encontradas células
endoteliais (que formam uma extensiva vasculatura), pericitos (células tipo mesenquimais que
tém o potencial para se tornarem adipécitos, entre outras células, o que depende do meio em
que se encontram), fibroblastos (fornecem apoio estrutural), pré-adipocitos (células
parcialmente destinadas a se tornarem adipécitos), mastécitos (influenciam a angiogénese e o
remodelamento) e células imunoldgicas (macréfagos e células T residentes) (Lee; Wu; Fried,
2010).

Historicamente, o TA foi dividido anatomicamente em duas categorias: TA
branco (TAB) e TA marrom (TAM) (Fig 1 a e c). Estudos anatdmicos mostraram que 0s dois
tipos de TA estdo presentes em diversos locais, formando um 6rgdo adiposo de multiplos

depdsitos (Smorlesi et al., 2012).

Figura 1: lHustracéo de trés tipos distintos de células adiposas. (a) Célula adiposa branca; (b) Célula adiposa bege; (c) Célula
adiposa marrom *Gota lipidica (adaptado de Spiegelman, 2013).
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Os adipdcitos marrons sdo células termogénicas fortemente reguladas pelo
sistema nervoso simpatico para manter a temperatura do corpo, em situacfes onde 0s
mamiferos sdo expostos a temperaturas abaixo da termoneutralidade (faixa de temperatura
ambiente onde o animal ndo sofre estresse nem pelo frio nem pelo calor). Os adip6citos
marrons estocam triacilglicer6is em varias e pequenas goticulas lipidicas localizadas no
citoplasma. Devido a isso, sdo capazes de catabolizar rapidamente grandes quantidades de
acidos graxos (AG) Para produzir calor os adipdcitos marrons sdo ativados por nervos
simpaticos que atuam em beta3-adrenoceptores (beta3AR) para queimar 0s AG somente de
sua pequena esfera ao redor da mitocondria. Neste processo, a uncoupling protein (UCP) 1
desacopla a fosforilacdo oxidativa, o que resulta em dissipacdo de energia na forma de calor,
ao invés de gerar energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP) (Smorlesi et al., 2012).

As células do TAB de mamiferos possuem a capacidade de armazenar e liberar
energia sob a forma de lipideos. Esta fungdo é essencial, pois permite intervalos de jejum
entre as refeicbes e também intervalos prolongados, como os de uma semana. Sua forma
esférica permite se encaixarem perfeitamente umas nas outras, 0 que contribui com a sua
funcdo de armazenar, pois esta forma geométrica permite 0 maximo de armazenamento em
um minimo espaco. Mais de 90% do volume dos adipdcitos brancos é ocupado por uma Unica
gota citoplasmatica de gordura unilocular constituida de triacilglicerois (TG). Os adipécitos
brancos, além de armazenarem TG, também sdo capazes de secretar horménios e varias
citocinas que influenciam o comportamento das vias metabdlicas (Smorlesi et al., 2012). O
armazenamento de energia em excesso aumenta o tamanho do TA, o que resulta em obesidade
(Bae; Kim; Lee, 2012).

Apesar da existéncia de dois tipos de TA, onde até recentemente eram
conhecidas apenas dois tipos de células adiposas, as brancas e as marrons, recentemente
descobriu-se um terceiro tipo, que surge no meio do TAB, denominada de célula adiposa
bege. (Fig. 1 b) (Spiegelman, 2013).

Anatomica e funcionalmente diferente da célula adiposa branca, que possui
uma unica e grande gota lipidica, pouca mitocondria, minasculo citoplasma e produtora de
adipocinas, foi até recentemente confundida com a célula adiposa marrom, pois também
apresenta multiplas gotas lipidicas, muitas mitocéndrias e grande expressao de UCP-1. No
entanto, difere das células adiposas marrons por ndo ser proveniente da mesma linhagem,

semelhante a do masculo (Spiegelman, 2013).
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1.1.1 Tecido Adiposo Branco

O TAB talvez seja 0 6rgdo com maior plasticidade no organismo, capaz de se
regenerar tanto apds uma remogdo cirurgica quanto apds uma enorme expansao ou contracao,
como em resposta a um equilibrio energético alterado. As pesquisas que investigam a
plasticidade do TA a nivel celular iniciaram-se h4 mais de 70 anos e, estimuladas pela
crescente problematica que a obesidade e doencas associadas a ela estdo acarretando a saude
publica mundial, continuam a crescer a cada dia (Cawthorn; Scheller; Macdougald, 2012).

A expansdo do TA é resultado ndo apenas do aumento no tamanho dos
adipdcitos (hipertrofia), mas também do aumento no numero de adipocitos (hiperplasia),
processo que ocorre via diferenciacdo “de novo” de pré-adipocitos, que estdo localizados na
fracdo vascular estromal (FVE) do TA (Fig. 2). Acredita-se que um aumento no tamanho dos
adipdcitos duas ou até trés vezes caracterize hipertrofia dos adipdcitos. Porém quanto o
excesso de energia continua por um longo periodo e o adpdcito ultrapassa esse limite de
expansdo, 0s pré adipocitos séo estimulados a proliferar e diferenciar em células maduras, o
gue aumenta o numero de adipdcitos. Se ocorrer perda de massa corporal apos esse processo
de hiperplasia, havera apenas a reducdo no tamanho dos adipdcitos, e ndo no numero, pelo
menos por um longo periodo. Isto explica a dificuldade de manter a reducdo na massa
corporal. Acredita-se que apds um longo periodo de reducdo de massa corporal, 0 nimero de
adipdcitos também possa reduzir, porém nao se sabe 0 tempo necessario para isso ocorrer
(Bae; Kim; Lee, 2012; Harvey; Ferrier, 2012).
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Figura 2: Esquema ilustrando os dois possiveis mecanismos de desenvolvimento da obesidade: hiperplasia (aumento do
nimero de células) e/ou hipertrofia (aumento do tamanho das células). MSCs células tronco mesenquimais (adaptado de
Bae; Kim;Lee, 2012).

Explorando-se a capacidade de hiperplasia dos adipocitos (adipogénese), a
estimulacdo forcada da diferenciacdo de novos adipdcitos € alvo de diversos agentes insulino-
sensibilizantes, que agem estimulando alguns genes chave na adipogénese, como os fatores
trancricionais proliferadores de peroxissomos (PPAR)- vy, uma proteina essencial tanto para a
adipogénese quanto para a homeostase da glucose (Vieira et al., 2009; White; Stephens, 2010;
Kim et al., 2013). Este recurso farmacéutico se baseia na teoria de que a diferenciacdo de
novos e pequenos adipdcitos é benéfica a saude, pois reduz a producdo de citocinas, uma vez
que esta se da por adipdcitos hipertrofiados, além de aumentar a capacidade do TAB de
estocar AG, promovendo assim a captura dos AG circulantes em excesso, 0 que previne a
lipotoxidade (acumulo ectdpico de gordura — como por ex., musculo esquelético, figado e
coracdo, o que prejudica a funcdo desses 6rgaos) (Medina-Gomez; Gray; Vidal-Puig, 2007;
Cawthorn; Scheller; Macdougald, 2012).

No entanto, este recurso farmacéutico deveria ser utilizado com cautela, pois se
0 excesso de ingestdo energética permanecer por um longo periodo, a diferenciacdo de novos
adipdcitos resulta em obesidade severa (White; Stephens, 2010). Além disso, foi demonstrado
que novos adipdcitos sdo provenientes de células hematopoiéticas da medula 6ssea e ndo da
FVE. Esses novos adipécitos provenientes de células hematopoiéticas da medula dssea
alteram negativamente a fungdo do TA. Primeiro porque se depositam preferencialmente no

TA visceral (TAV). Segundo porgue estes novos adipdcitos favorecem um cenério metabdlico
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desfavoravel comparado aos adipdcitos convencionais. Por exemplo, diminuem a expressdo
de leptina, uma adipocina que participa da regulacdo da saciedade e gasto energético. Além
disso, exibem maior expresséo de citocinas inflamatdrias, como a interleucina-6, que reduz a
sensibilidade a insulina por inibir a sinalizacdo do receptor de insulina, o que pode gerar um
impacto sobre o metabolismo, além de outras citocinas que podem induzir o recrutamento de
células inflamatdrias para o TA, aumentando assim a resisténcia a insulina (Majka et al.,
2010). Adicionalmente, esses novos adipdcitos provenientes de células progenitoras da
medula éssea também possuem menor expressao de genes relacionados a oxidacao de lipidios
e biogénese mitocondrial e peroxissomal, 0 que sugere menor capacidade oxidativa quando
comparado com adip6citos ndo provenientes de células progenitoras da medula 6ssea. Assim,
essas alteracdes podem explicar as mudangas desfavoraveis que acompanham o aumento da
adiposidade visceral (Majka et al., 2010).

Outra adipocina derivada principalmente de adipocitos, a leptina, circula em
concentragfes que sdo proporcionais a massa de TA, possui uma importante funcdo na
regulacdo da ingestdo caldrica e do gasto energético. No entanto, sua expressdo e secrecao
ocorrem principalmente por adipocitos subcutaneos (Tchernof; Despres, 2013).

Dessa forma os adipocitos, além de exercerem regulacdo energética, também
realizam funcdo endocrina, secretando diversos horménios e fatores envolvidos na regulacéo
de diversas fungbes, como ingestdo de alimentos, resposta imunoldgica, reproducéo,

sensibilidade a insulina e crescimento vascular e esquelético (Lin et al., 2005).

1.1.1.1 Tecido adiposo Visceral

O TAB de humanos e outros mamiferos pode ser subdividido fisiologicamente
em TAV e TA subcutaneo (TAS). Esta subdivisdo é feita com base nas propriedades
autondmicas das células que cada um desses tecidos possui. Ao contrario do TAS e do TAM
que possuem a capacidade de melhorar o metabolismo, pois otimizam a homeostase da
glicose e o consumo energético, 0 TAV pode induzir efeitos metabdlicos prejudiciais (Tran;
Kahn, 2010).
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TAM
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Figura 3. O TA em humanos. O TA visceral esta associado com maior risco de diversas doengas metabdlicas e mortalidade
enquanto o TA subcutaneo e o marrom estdo associados com um melhor metabolismo (adaptado de Tran; Kahn, 2010).

A obesidade visceral, conhecida também como obesidade androide ou do tipo
“maca” (Fig. 4), é o principal fator de risco para o desenvolvimento de resisténcia a insulina,
que por sua vez predispde ao aparecimento de diabetes do tipo Il e doencas cardiovasculares
(Mayes; Watson, 2004; Borer, 2005; Pollanen et al., 2007; Yoshioka et al., 2007; Jiang;
Sacco; Ward, 2008; Orsatti et al., 2008; Pallottini et al., 2008; Gilsanz et al., 2009; Riant et
al., 2009; Rogers et al., 2009; Majka et al., 2010).

Na pratica clinica, a medida da circunferéncia da cintura, juntamente com o
indice de massa corporal (IMC), calculado como o0 massa (peso) corporal dividido pela altura
ao quadrado, pode ser util para a identificacdo e adocdo de medidas preventivas necessarias
para um grupo de pessoas, com sobrepeso ou obesas, que possuem alto risco de doencas
metabolicas (Tchernof; Despres, 2013).
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Cintura

Figura 4. Esquema que representa as denominacao dos tipos de obesidade em relacéo a distribuicdo dos locais de depodsito
de gordura. A obesidade androide ou tipo maca (esq.) evidencia depdsito de gordura visceral. Na obesidade ginoide ou tipo
pera (dir.), predomina o acimulo de gordura subcutanea. Individuos com obesidade tipo maca apresentam maior risco a
salde (adaptado de Harvey; Ferrier, 2012).

1.2 Aspectos fisiopatoldgicos da obesidade

Como mencionado anteriormente, excesso de massa corporal e a obesidade
estdo relacionados com uma variedade de doencas cronicas que afetam mais de 66% da
populacdo adulta. A reducdo da massa corporal reduz os riscos a saude associados com
doencas cronicas e, portanto é estimulado por importantes agéncias de saude (Donnelly et al.,

2009) e 6rgéos que fomentam a pesquisa.

Resisténcia a insulina e obesidade sdo considerados fatores chave para
desencadear a fisiopatologia da sindrome metabdlica (Carr et al., 2004; Hamza et al., 2009). A
fisiopatologia da obesidade estad associada a anormalidades na sinalizacdo endocrina do TA
(Tchernof; Despres, 2013).

A obesidade é uma doenca extremamente complexa que envolve uma série de
interacdes entre fatores genéticos e ambientais. Com o objetivo de tratar e superar a
obesidade, surge a necessidade de desenvolver um profundo conhecimento das bases celulares
e moleculares sobre a expansdo do TA, tanto em estados fisiologicos quanto patoldgicos, que

conduzem a obesidade (Bae; Kim; Lee, 2012).

O actmulo excessivo de tecido adiposo visceral é parte de um fenotipo que
inclui disfuncdo na capacidade de expansdo do tecido adiposo subcutaneo e armazenamento
ectopico de TG. Este fendtipo esté fortemente relacionado muitas alteracfes metabdlicas, tais
como: hipertrigliceridemia, maior disponibilidade de AG livres, liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias do tecido adiposo, inflamacédo e resisténcia a insulina (RI) do figado, aumento
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da sintese e secrecdo de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) hepética, reducdo do
clearance de lipoproteinas ricas em TG, presenca de particulas pequenas e densas de
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e reducdo dos niveis de lipoproteina de alta densidade
(HDL) colesterol (Tchernof; Despres, 2013)

Idade, sexo, genética e etnia sdo fatores etioldgicos gerais que contribuem para
determinar o local de acimulo de gordura. Os mecanismos especificos responsaveis por
aumentar o acimulo de gordura visceral perante um balango energético positivo e ganho de
massa corporal envolvem hormonios sexuais, producdo de cortisol pelo tecido adiposo
abdominal, endocanabindides, horménio de crescimento e a frutose da dieta.
Tiazolidinedionas, reposicdo de testosterona em homens com deficiéncia e a reposicdo de
estrogénio em mulheres pds-menopausais demonstraram modular favoravelmente a

distribuicdo de gordura corporal (Tchernof; Despres, 2013)

1.3 Menopausa

No Brasil, a expectativa de vida, segundo o IGBE (2009), é de
aproximadamente 77,32 anos para as mulheres (Fig. 5). Como resultado do grande aumento
da expectativa de vida, muitas mulheres passardo a segunda metade de suas vidas em uma
condicdo de deficiéncia de horménios ovarianos, como resultado do processo fisiologico

denominado menopausa (Mauvais-Jarvis; Clegg; Hevener, 2013).

Figura 5. Expectativa de vida no Brasil (adaptado de IBGE, 2009).
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A menopausa € um evento natural que ocorre em mulheres de meia idade
(Daley; Stokes-Lampard; Macarthur, 2009). E caracterizada pela interrupcdo permanente da
menstruacao, resultado da perda da atividade folicular ovariana, o que gera insuficiéncia dos

horménios ovarianos, incluindo o estrogénio (Saengsirisuwan et al., 2009).

A falta do estrogénio provoca alteragcdes importantes ndo apenas nas fungdes
do tecido reprodutivo, mas também influéncia diversos tecidos periféricos que possuem 0s
receptores alfa e beta de estrogénio, incluindo TA, 0ssos, musculos esqueléticos e cardiaco e
sistema nervoso central (Tsai et al., 2007; Foryst-Ludwig; Kintscher, 2010).

Além das doencas degenerativas nesses sistemas, a deficiéncia de estrogénio
aumenta a disfuncdo metabdlica, predispondo a obesidade, a sindrome metabolica, diabetes
do tipo 2 e também certos tipos de cancer (por exemplo, de mama e de cdlon, além do
carcinoma hepatocelular) (Mauvais-Jarvis; Clegg; Hevener, 2013)

Reducdo da massa magra, aumento da massa gorda, preferencialmente a
visceral, sdo os principais fatores que predispdem a resisténcia a insulina e dislipidemia
(Mayes; Watson, 2004; Borer, 2005; Pollanen et al., 2007; Yoshioka et al., 2007; Jiang;
Sacco; Ward, 2008; Orsatti et al., 2008; Pallottini et al., 2008; Gilsanz et al., 2009; Riant et
al., 2009; Majka et al., 2010).

O efeito do hormbnio estrogénio sobre depdsitos de gordura ndo € tédo
importante sobre a quantidade de massa gorda quanto é sobre o local onde a gordura é
depositada. A falta desse hormdnio leva a um redirecionamento dos depdsitos de gordura, de
locais subcutaneos para locais viscerais (Davis et al., 2012; Spritzer; Oppermann, 2013).
Prova do efeito determinante que o estrogénio possui sobre o local onde a gordura se deposita
no corpo — subcutanea X visceral - é o resultado de tratamentos hormonais realizados em
transexuais. Transexuais mulheres-homens que fazem tratamento com testosterona exibem
uma progressiva mudanca no padrdo corporal de gindide (pera) para androide (maca). Por
outro lado, transexuais homem-mulher que realizam tratamento com estrogénio, aumentam
significantemente o depdsito de gordura em todos os depdsitos subcutdneos (Tchernof;
Despres, 2013). Além disso, os diversos estudos que realizam reposi¢do de estrogénio
confirmam a fucdo especificamente do horménio estrogénio (Lundholm et al., 2008; Pallottini
et al., 2008; Ignacio et al., 2009; Pighon et al., 2010; Spangenburg; Wohlers; Valencia, 2012;
Stubbins et al., 2012a; Stubbins et al., 2012b)
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Estudos demonstraram que ovariectomia (OVX) em roedores desencadeia
osteoporose (Jiang; Sacco; Ward, 2008; Songlin et al., 2009), obesidade e resisténcia a
insulina (Riant et al., 2009; Saengsirisuwan et al., 2009). Além disso, aumenta o contetido
lipidico ectdpico no figado, coracdo e musculo (Leite et al., 2009). Permanece incerto se estas
anormalidades séo provocadas diretamente pela falta de estrogénio ou se sdo um efeito
secundério decorrente da obesidade ou de um efeito do maior acumulo de gordura visceral.

Em 1998 Poehlman demonstrou que a OVX pode reduzir a taxa metabolica
basal, componente mais importante do gasto energético total. A reducdo da taxa metabdlica
basal tem um forte impacto sobre a composicdo corporal por exemplo, aumentando a
quantidade de gordura abdominal. Esse efeito foi atribuido principalmente a uma reducdo da
massa magra que ocorre nestes animais OVX (Poehlman; Tchernof, 1998).

Estudo mais recente demonstrou que camundongos sofrem aumento da massa
gorda ap6s a OVX mesmo sem aumentarem o consumo alimentar. O aumento da massa gorda
é resultado da reducdo da atividade fisica voluntaria e do consumo de oxigénio associados a
maior eficiéncia metabdlica (a média do ganho de massa pela média da ingestdo alimentar)
(Isken et al., 2008; Rogers et al., 2009). Outro estudo mais recente feito pelo grupo de
pesquisa de Rogers (2009) mostrou que 12 semanas apds a remog¢do dos ovarios ocorre
aumento de massa corporal e massa gorda em animais que inicialmente possuiam estes
parametros semelhantes aos animais ndo OV X. Porém, acompanhando estes animais por um
periodo mais longo, os pesquisadores descobriram que 20 semanas ap0s a cirurgia, tanto a
massa corporal quanto a adiposa dos animais OV X novamente se iguala aos dos animais ndo
OVX. (Vieira Potter et al., 2012).

As doencas relacionadas a menopausa geram consequéncias significantes, tanto
para a mulher quanto as questfes de saude publica, ja que atualmente as mulheres passam boa
parte de suas vidas nesse estado menopausal (Lambrinoudaki et al.; Carr et al., 2004; Rogers
et al., 2009; Ko; Jordan, 2011). Por isso, métodos que possam combater ou atenuar a
fisiopatologia da deficiéncia de estrogénio sobre multiplas doencas cronicas em mulheres esta

emergindo como um novo desafio terapéutico do século 21.

1.4 Metabolismo dos &cidos graxos e dos triacilglicerdis
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Os acidos graxos (AG) existem no organismo na forma livre (ndo esterificados)
e também sdo encontrados como ésteres de acila em moléculas mais complexas, como 0s
triacilglicerdis (TG). Os AG livres, em condi¢fes normais, estdo presentes em baixas
quantidades no sangue. Em algumas situacdes, como jejum ou obesidade, podem ser
encontrados em quantidades substanciais no plasma. Os AG podem ser oxidados por
betaoxidagdo seguida pelo ciclo do &cido citrico em muitos tecidos, especialmente figado e
musculo esquelético, para fornecer energia (Harvey; Ferrier, 2012).

O TAB possui a importante funcdo de controlar os niveis sistémicos de AG,
através de sua expansdo ou retracdo, e tanto a hipertrofia quanto a atrofia do TAB estdo
associados a danos lipotoxicos sobre a sinalizacdo da insulina em outros tecidos (Flachs et al.,
2013). A obesidade aumenta a lipolise do TA, processo onde a enzima hormdnio sensivel a
lipase (HSL) possui fungéo chave (Galic; Oakhill; Steinberg, 2010; Czech et al., 2013).

Além dos AG, carboidratos e proteinas obtidos em excesso pela dieta também
podem ser convertidos a AG, para entdo serem armazenados como TG (Harvey; Ferrier,
2012). E possivel dividir roedores em linhagens que sdo ou ndo geneticamente propensas a
ganharem massa corporal. Quando estas duas linhagens de roedores sdo submetidas a
alimentacdo com dieta hiperlipidica, os roedores susceptiveis ao ganho de a massa corporal
demostraram um perfil de risco metabolico mais desfavoravel, além de menor gasto
energético e menor perfil de expressdo génica pro-adipogénica. Adicionalmente, apresentaram
menor expressdo de enzimas relacionadas a oxidacdo de gordura. Algumas diferencas na
composicdo dos AG, como maior presenca de AG monoinsaturados de 16 carbonos (16:1)
também foram encontrados nos roedores nao resistentes a obesidade comparados aos

resistentes (Cedernaes et al., 2013).

A insaturacdo de lipideos é feita pelas dessaturases, que inserem duplas
ligacGes nas cadeias de carbono dos AG e dessa forma, convertem AG saturados em AG
monoinsaturados. Indices de dessaturacdo de AG foram fortemente associados a varias
condicBes severas relacionadas a obesidade, especialmente a dessaturacdo do AG de 16
carbonos (SCD-16), que foi relacionada com obesidade e desenvolvimento da sindrome
metabolica (Cedernaes et al., 2013), além de arteroesclerose. (Sampath et al., 2007; Kus et al.,
2011). Portanto, tanto a composi¢do dos AG como a atividade das dessaturasses possuem um
importante papel tanto na fisiopatologia quanto no metabolismo de individuos obesos
(Cedernaes et al., 2013).
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A estearoil coenzima dessaturase-1 (SCD-1) é a enzima que promove a
dessaturacdo dos AG de 18 e 16 carbonos, C18 e C16, respectivamente. A elevada atividade
SCD-1 esté associada a reducdo da oxidacdo de gorduras e aumento da sintese de AG. O
nocaute de SCD-1 leva a resisténcia a obesidade induzida pela dieta. Por estes motivos, a
manipulacdo da SCD-1 vem sendo proposta como um potencial alvo no tratamento da
obesidade (Cedernaes et al., 2013).

A homeostase de lipideos em células animais é regulada por uma familia de
fatores de transcricdo denominada proteina ligante do elemento regulado por esterGis
(SREBP). Trés SREBPs foram identificadas até o momento: SREBP-1a e SREBP-1c, que sdo
produzidas a partir do mesmo gene, por meio da utilizacdo de promotores alternativos.
Ativam preferencialmente os genes envolvidos na lipogénese, enquanto SREBP-2 é
codificada por outro gene e é o principal responsavel pela regulacdo da transcricdo de genes
envolvidos na homeostase do colesterol. No nucleo, as SREBPs se ligam aos elementos
regulatorios de esterol (SRE) e ativam a expressao de genes envolvidos na sintese e absorcao
de colesterol, AG, TG e fosfolipidios (Korczynska et al., 2004). Ratos transgénicos para
SREBP-1c desenvolveram lipodistrofia acompanhada de resisténcia a insulina e hiperglicemia
(Nakayama et al., 2007).

Dessa forma, SREBP-1, juntamente com o receptor ativado por PPAR- y sdo
importantes fatores de transcricdo que controlam tanto o metabolismo lipidico (Berkemeyer,
2009) quanto a diferenciacdo de adipdcitos (Nakayama et al., 2007). PPAR-y também
funciona como um dos principais sinalizadores enddcrino de anormalidades no TA (Hamza et
al., 2009). O SREBP-1c regula a transcricdo de genes associados a sintese de AG, tal como da
SCD-1 e acetil-CoA carboxilase (ACC) (Bryzgalova et al., 2008). Estes trés genes sdo alvos
downstream de PPAR-y (Cedernaes et al., 2013).

Existem duas isoformas principais de ACC, denominadas ACC1 ou ACCa.
ACC1 é a principal isoforma presente em tecidos lipogénicos, incluindo TAB, glandula
mamaria e figado, sendo a responsavel por converter acetil-CoA a malonil-CoA, a etapa
limitante da velocidade de sintese de AG. Uma vez aumentada a sintese/atividade de ACC,
ocorre aumento da sintese de TG, o que, via feedback negativo, reduz a B-oxidagdo (Peng et
al., 2012), pois malonil-CoA inibe a carnitina palmitoil-transferase 1 (CPT-1 A), impedindo a
entrada de acil-Coa na matriz mitocondrial (Harvey; Ferrier, 2012). A CPT-1 transporta os

AG livres para dentro das mitocondrias para serem oxidados (Choi et al., 2011).
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Evidéncias recentes sugerem que o TAB de humanos e roedores realiza f-
oxidacdo (Flachs et al., 2013), mas o conhecimento ainda € bastante limitado sobre a
relevancia/funcdo da B-oxidacdo no TAB. Estudos recentes demonstraram que a sintese “de
novo” AG no TAB a partir da p-oxidacdo possui funcdo importante em algumas condicdes,
como por exemplo, durante a reducdo de massa corporal, condicdo que estimula o ciclo fatil
de AG, para dessa forma aumentar o gasto energético e contribuir com o processo de
emagrecimento. No processo do ciclo futil, AG que estdo estocados no TA sdo mobilizados
para sofrerem B-oxidacdo e depois sdo novamente armazenados. Este € um processo de alto
custo energético e contribui assim, para o processo de emagrecimento (Kusminski; Scherer,
2012; Bouwman et al., 2013; Flachs et al., 2013).

Ainda é bastante limitado o conhecimento sobre a influéncia da falta de
estrogénio sobre a regulacdo destas vias aqui descritas. Em roedores OV X, o aumento do
TAV parece ser provocado por alteraces na expressao de genes relacionados a lipogénese e
lipdlise. A suplementacdo com estrogénio inibiu o armazenamento de gordura (lipogénese) e
aumentou as taxas de lipolise, restaurando a expressdo de SREBP-1c e PPAR-y (D'eon et al.,
2005). No figado de ratas OVX, a expressdo dos genes lipogénico aumentou enquanto a dos

genes oxidativos foi reduzida (Domingos et al., 2012).

Em mulheres p6s-menopausais, a terapia com estrogénio diminuiu a expressao
de genes envolvidos na lipogénese incluindo ACC, SREBP-1c, SCD-1 e PPAR-y (Lundholm
et al., 2008). Porém este trabalho, um dos Unicos na area, ndo possuia um grupo de mulheres
na pré-menopausa. Portanto, ndo é possivel saber os efeitos da falta do estrogénio. Alem

disso, este trabalho foi feito no TAS, local onde o acimulo de que AG ¢é benéfico.

Outro estudo demonstrou que o tratamento com estrogénio realizado em
camundongos que reduziram espontaneamente (por envelhecimento) a concentracdo
enddgena desse horménio, reduziu a expressdo de SREBP-1c e de seu alvo lipogénico, SCD-1
mas ndo de ACCL. Além disso, reduziu o acimulo de TG no TA abdominal. Porém estes
efeitos s6 foram observados nos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica
(Bryzgalova et al., 2008).

1.5 Inflamagdo cronica de baixa intensidade
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A obesidade, em particular a obesidade visceral, em humanos ou em roedores,
tanto a induzida por dieta quanto a induzida por OVX, esta associada a inflamacdo do TA
(Hotamisligil, 2006; Navab; Gharavi; Watson, 2008; Rogers et al., 2009). O TA expandido
expressa uma ampla variedade de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas, incluindo
interleucina (IL)-6, fator de necrose tumoral (TNF)-a e a proteina-1 quimioatraente de
mondcitos (MCP-1 ou CCL2). Essas proteinas, produzidas pelos adipdcitos, recrutam células
imunoldgicas, tais como os mondcitos/macréfagos, linfécitos e células dentriticas (CDs) para
0 TA. Com isso ocorre o acumulo de macrofagos dentro do TA, 0 que gera um ambiente de
inflamacdo crdnica tanto local quanto sistémica que contribui para a resisténcia a insulina
(Hagita et al., 2011; Hellmann et al., 2011).

A presenca de macrofagos é identificada pela expressdo de F4/80" e CD11b.
Existem pelo menos dois fendtipos de macréfagos no TA: M1 (ativacdo classica) e M2
(ativagdo alternativa). Eles ndo so sdo recrutados diferencialmente como também expressam
diferentes genes (Fujisaka et al., 2009; Hagita et al., 2011).

A expansdo do TA conduz a hipertrofia dos adipécitos e a liberagdo de
citocinas que induzem aumento no recrutamento e ativacdo de macréfagos M1 ou
“classicamente ativados” (Fig. 6). Estes macrofagos M1 sdo ativados por interferon (IFN) -y e
lipopolisacarideo (LPL). S&o altamente inflamatdrios e possuem elevado potencial fagocitario
e bactericida. Expressam CD11c e produzem citocinas pré-inflamatorias, como o fator de
necrose tumoral (TNF)-a e a interleucina (IL) -6, 0 que contribui para a inducdo da resisténcia
a insulina. Estas células sdo a primeira linha de defesa contra patdgenos intracelulares (virus
ou bactérias), e direcionam para uma resposta adaptativa Thl, por produzir IL-12. (Fujisaka et
al., 2009; Shaul et al., 2010; Odegaard; Chawla, 2011). Estas alteracGes na expressao génica

conduzem a resisténcia a insulina (Galic; Oakhill; Steinberg, 2010).
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Adipdcitos

Dieta rica em gorduras
padaic it el

IL-10
Arginase AIL-6, ATNF-a,A MCP-1
Infiltragdo de macréfagos M1
Lipélise, A AGL

Figura 6. Mudangcas induzidas pela obesidade na infiltragdo e polarizagdo de macrofagos (Galic; Oakhill; Steinberg, 2010).

Em contraste, os macrofagos do TA magro exibem caracteristicas de uma
ativacdo de macrofagos M2 “alternativa” (Fig. 6), com maior producdo de citocinas anti-
inflamatdrias, como a interleucina (IL)-10. Macréfagos M2 participam do remodelamento
tecidual durante o desenvolvimento e em resposta a lesdo, promovendo solucdo para a
inflamacéo aguda. A principal funcdo dos macréfagos M2 parece ser a homeostase do tecido
(Galic; Oakhill; Steinberg, 2010; Shaul et al., 2010).

Adicionalmente, macréfagos M2 aumentam a expressdo de arginase. A
arginase contribui para a producdo da matriz extracelular, assim como para limitar a atividade
do 6xido nitrico sintase, induzida por macrofagos M1, por competir pelo mesmo substrato, a

arginina, o que resulta em menor producédo de éxido nitrico (NO) (Harford et al., 2011).

A infiltracdo de células do sistema imunolégico, como as citocinas pro-
inflamatorias, que incluem fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL1p, IL6, e interferon (IFN)-y,
exercem forte influéncia sobre a lipdlise/lipogénese nos adipocitos. Por exemplo, TNF-o e
IL1B reduzem a adipogénese por reduzir a expressao de PPAR-y, SREBP-1c, ACC, SCD-1,
assim como IL-6, que reduz a expressdo de PPAR-y, &cido graxo sintetase (FAS) e da
proteina do adipdcito e (aP2), além do IFN-y que reduz a expressdo de PPAR-y, LPL e FAS.
(Czech et al., 2013)

A falta de estrogénio, um hormdnio que possui propriedades anti-inflamatérias
e vaso-protetoras, provoca obesidade em camundongos decorrente de redugdo do gasto

energético e do aumento do consumo calorico. Doze semanas apos a OVX, 0s animais
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apresentaram resisténcia a insulina e maior recrutamento e acimulo de macréfagos M1, ou
uma possivel troca de fenotipo, de macr6fagos M2 para M1, principalmente no TA visceral,
mas também no subcutaneo (Rogers et al., 2009).

A predominancia de macréfagos M1 nesses animais foi caracterizada pelo
aumento de expressao de quimioatraentes de mondcitos (MCP-1, osteopontin, e RANTES),
acumulo de macréfagos proinflamatérios (células que expressam F4/80/CD11b/CD11c), e
aumento de expressdo de mediadores pré-inflamatérios (TNF-a, IL-1, IL-6 e NO), o que é
coincidente com o desenvolvimento da resisténcia a insulina. Ao mesmo tempo em que 0S
mediadores pré-inflamatérios aumentaram, foi observada uma reducdo na expressdo de
arginase, um marcador de macrofagos M2. Essa inducdo do processo inflamatorio ocorre sem
aumento de ingestdo alimentar ou de massa corporal. Portanto, é a falta dos hormonios

ovarianos que promove o estado deletério de inflamacéo cronica (Rogers et al., 2009).

Um estudo complementar e do mesmo grupo de Rogers, 2009 confirmou que
0s ratos ficavam obesos 12 semanas apds a OVX e que neste momento ndo apresentavam
resisténcia a insulina. Além disso, o TAV perigonadal (TAP) apresentava mais células T, e
também alta expressdo génica de macrofagos M2 (arginase-1) além de células T regulatorias
(linfocito-T citotoxico antigeno 4). Apos 20 semanas da OV X, surpreendentemente, ambos 0s
grupos apresentaram niveis glicémicos e massa corporal e adiposa semelhantes. Mas foi 26
semanas apos a OV X, coincidente com a reducdo na arginase 1 e aumento na expressao de
dos genes M1 (CD11c) e Thl (IL12p40 e IFN-y), que surgiu a resisténcia a insulina. O autor
concluiu que a falta do hormdnio ovariano induz a inflamagdo do TAV e resisténcia a insulina
por mecanismos que incluem o balango de mediadores inflamatorios, e ndo pela obesidade
por si (Vieira Potter et al., 2012).

1.6 Exercicio

A terapia de reposicdo hormonal (TRH) é um método eficaz para proteger o
organismo contra os efeitos da falta de estrogénio (Cummings et al., 2009; Baltgalvis et al.,
2010; Pighon et al., 2011). Contudo, vem ocorrendo um importante declinio na prescri¢do e
uso da TRH devido a grande preocupacdo com os efeitos adversos desse tratamento,

principalmente maior risco de desenvolvimento de cancer de mama (Cummings et al., 2009;
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Neilson et al., 2009; Narod, 2011). Esse declinio na prescricio da TRH aumenta a
necessidade de encontrar alternativas ndo farmacoldgicas para tratar os sintomas da pos-
menopausa (Pritchard, 2001; Daley et al., 2007). Existe um interesse em expansdo na
aplicacdo de intervencbes sobre o estilo de vida, tais como aumento do exercicio e
modificagdes na dieta, a fim de reduzir tanto a inflamagcdo crbnica quanto o risco de
desenvolver doencas (Strasser; Arvandi; Siebert, 2012).

A atual epidemia da sindrome metabdlica no mundo desenvolvido é em grande
parte resultado da superalimentacdo e da falta de atividade fisica (James et al., 2012). Ja esta
bem documentado que o exercicio é eficaz em aumentar o gasto energético total durante e
apos a sua realizacdo (Warburton; Nicol; Bredin, 2006b; a; Zhang et al., 2006; Orsatti et al.,
2008; Cooper et al., 2011), inclusive em mulheres p6s-menopausais (Dipietro et al., 2006).

As recomendacdes para mulheres na p6s-menopausa do Colégio Americano de
Medicina do Esporte (2009) é que, para obter resultados positivos, sigam as mesmas
orientacdes de mulheres pré-menopausa: trinta minutos de exercicio diario, que podem ser
parcelados em sessdes de pelo menos dez minutos. Além disso, pelo menos duas vezes por
semana deve ser realizado treinamento de forca, com pelo menos oito exercicios que
trabalhem todo o corpo. Neste caso, cada exercicio deve ter de oito a doze repeticdes para se

atingir resultados positivos (Eschbach, 2009).

1.6.1 Principios do treinamento fisico

O treinamento fisico é uma atividade sistematica que visa proporcionar
alteracdes morfoldgicas, metabdlicas e funcionais. O sucesso destas respostas depende da

prescricdo adequada deste treinamento (Nakamura; Moreira; Aoki, 2010).

Para Tubino, 1984, os cinco principios do treinamento esportivo sdo: o
principio da individualidade bioldgica, o principio da adaptacdo, o principio da sobrecarga, o
principio da continuidade, o principio da interdependéncia volume-intensidade, sendo que 0s

5 principios se interrelacionam em todas as suas aplicagbes (Tubino, 1984).
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Ainda segundo Tubino (1984) devemos seguir estes principios basicos para

prescrever corretamente o exercicio, que tratam de:

1. Principio da individualidade bioldgica: ndo existem duas pessoas iguais,
portanto a intensidade, duracdo e frequéncia semanal devem ser individuais;

2. Principio da sobrecarga crescente: para melhorar a aptiddo fisica, a
sobrecarga (frequéncia x volume x intensidade) do exercicio deve ser cada
vez maior. Nesse contexto, a constante manipulacdo da sobrecarga €
necessaria para manter a sobrecarga apropriada, que deve evoluir com o a
continuidade do treinamento, até atingir um plat;

3. Principio da especificidade: cada tipo de treino vai induzir um tipo diferente
de adaptacdo metabdlica e/ou fisiologica. Por exemplo, estresses com
exercicios anaerobios especificos (p. ex., treinamento de forca-poténcia)
induzem adaptacdes especificas de forca-poténcia; um exercicio aerdbio
induz adaptacdes especificas do sistema aerobio — com apenas pequenos
intercdmbios benéficos entre o treinamento de forga-poténcia e o
treinamento aerobio;

4. Principio da continuidade: é a continuidade que possibilita uma melhora na
aptiddo por proporcionar adaptacdes fisiologicas e moleculares no
organismo, como resultado dos esforcos que foi submetido;

5. Principio da reversibilidade: a interrupcéo do exercicio leva o organismo ao
retorno a situacdo inicial (antes do inicio do programa) (Mattos; Neira,
2000; Mcardle; Katch; Katch, 2011).

O exercicio tem papel adjuvante no tratamento da obesidade, pois aumenta o
gasto caldrico. As alteracdes no balanco energético modificam a massa de gordura. 1sso €
fato, porém existem inimeras outras complexidades (Thompson et al., 2012). O exercicio €
um estimulo ao corpo, que tanto fisiologicamente quanto molecularmente constitui uma
enorme “orquestra” altamente coordenada e regulada. Esta “orquestra” perde completamente
“o ritmo” apds uma sessdo de exercicio e, quanto mais intensa for a sessdo e/ou menos

treinado for o corpo, maior serd o impacto.

A atividade fisica influéncia o TA tanto agudamente quanto cronicamente

(Thompson et al., 2012). Contudo, os caminhos moleculares que cada tipo e cada intensidade,
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assim como os beneficios e/ou maleficios que cada tipo de exercicio proporciona apenas

comegam a serem iluminados, em um imenso campo obscuro do conhecimento.

Existem muitas pesquisas sobre o efeito do exercicio sobre mondcitos, células
imaturas que podem ou ndo serem diferenciadas em macréfagos. Porém o efeito do exercicio
sobre macr6fagos permanece pouco estudado (Walsh et al., 2011). Evidéncias recentes
mostraram que o exercicio possui efeitos profilaticos que podem ser, em parte, resultados do
efeito anti-inflamatério que o exercicio regular proporciona via reducdo do TA visceral ou

entdo via aumento de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 (Walsh et al., 2011).

Em roedores obesos o treinamento resistido realizado em esteira reduz a
inflamacdo do TA epididimal e as consequéncias metabdlicas associadas a esta inflamagéo,
como a resisténcia a insulina (Vieira et al., 2009), assim como a infiltracdo de macrofagos e a
proporcdo de macrofagos M1/M2 no TA, mesmo sem ter ocorrido reducdo do TA ou da
massa corporal (Kawanishi et al., 2010). Por outro lado, se o exercicio for muito intenso e
com um periodo de recupera¢do muito pequeno (overtraining), ele pode promover um estado

inflamatdrio no TA visceral (Lira et al., 2010; Rosa et al., 2011).

1.6.2 Exercicio Resistido

Como detalhado anteriormente neste trabalho, ap6s a menopausa existe um
grande declinio na quantidade de massa magra. Isso gera um menor gasto energético e talvez
esta seja a causa do aumento de massa gorda na auséncia do estrogénio. Esse conjunto de
alteracdes pode levar a desordens metabdlicas e a um estado inflamatdrio crénico de baixa

intensidade.

Na maior parte das vezes, as recomendacGes para tratar ou prevenir o
sobrepeso e a obesidade utilizando o exercicio sdo direcionadas para o treinamento aerobio
(TRA), uma vez que o TRA ¢ associado com consumo de energia muito maior durante a
sessdo de exercicios do que o treinamento resistido (TR). Embora a massa corporal ndo se
altere muito com o TR - assume-se que 0 seu principal efeito sobre a composicdo corporal
seja uma substituicdo da massa gorda para a muscular - a manuten¢do de uma grande massa

muscular conquistada com o TR pode reduzir os fatores de risco relacionados a obesidade - ou
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seja, dislipidemia, resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (Fig. 7) (Strasser; Arvandi; Siebert,
2012).

Treinamento
Resistido

U

“TMassa Muscular :> \ Sarcopenia
\l/Disfun(;ﬁo Mitocondrial

-

\I,Gordura Visceral TDensidade Ossea

L

-

/NMetabolizacio da Glicose Medicagao
J/Disfuncio Metabélica

\l/lnﬂamagﬁo

Dieta

Figura 7. Esquema para a relacdo entre massa muscular, anormalidades metabdlicas e inflamacdo. O treinamento resistido
possui um efeito Unico sobre (1) a massa muscular e forca e portanto, sobre (2) o clearance de glicose por reduzir a
sarcopenia e 0 ganho de massa gorda. Dessa forma, o treinamento resistido pode (3) diminuir a gordura visceral e mudar a
distribuicdo de gordura corporal assim, (iv) modificando anormalidades metabdlicas e a inflamagdo. Os efeitos anti-
inflamatdrios do treinamento resistido podem ser mediado via tanto uma redugdo da massa de gordura visceral guanto a
inducéo de um ambiente anti-inflamatdrio criado com cada sesséo de exercicio (Strasser; Arvandi; Siebert, 2012).

Estudos transversais mostram que a forca muscular é inversamente relacionada
a sindrome metabdlica e também a mortalidade provocada pelas mais variadas causas. O TR €
capaz de aumentar a massa muscular e reduzir a gordura abdominal e visceral, prejuizos ja
reconhecidos com o avancar da idade. Os possiveis mecanismos incluem aumentos na taxa
metabolica de repouso e na atividade simpatica, assim como reducdo da lipogénese hepatica.
Os efeitos anti-inflamatdrios que o TR crénico pode proporcionar podem ser mediados tanto
via reducdo da massa de gordura visceral (com subsequente reducdo de adipocinas) quanto
por meio da indugdo de um ambiente anti-inflamatério criado por cada sessdo de exercicio
(Strasser; Arvandi; Siebert, 2012).

O exercicio, especialmente o resistido de alta intensidade, mostrou aumentar a
forca do masculo esquelético (Ryan et al., 1998; Bemben et al., 2000; Renno et al., 2007;
Holm et al., 2008), além de aumentar o gasto energético total e no repouso, reduzir a gordura
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abdominal total e o risco de quedas e fraturas (Orsatti et al., 2008) em mulheres pds-

menopausais.

O efeito do TR sobre a inflamagéo do TA foi investigado em diversos estudos
com humanos. Contudo, estes estudos utilizaram apenas 0 TAS. O TAV € um depdsito de
gordura muito mais importante do que o TAS em relacdo a inflamagdo crbnica, como
explicado anteriormente. Considerando a grande dificuldade de obter TAV de seres humanos
treinados, roedores s&o um modelo animal ideal (You et al., 2013).

A OVX em roedores ¢ uma maneira de mimetizar a perda da atividade
ovariana humana, sendo um modelo animal amplamente utilizado em pesquisa (Jiang; Sacco;
Ward, 2008; Rogers et al., 2009; Vieira Potter et al., 2012). Por isso utilizamos neste estudo a
OVX para estudar as consequéncias metabdlicas e inflamatdrias da menopausa humana.
Estudos anteriores de nosso grupo com ratas OV X demonstraram que o TR é capaz de reduzir
0 contetdo de lipidios no figado, musculos e depoésitos de gordura visceral e retroperitoneal
(Leite et al., 2009), aumentar a area do musculo séleo, impedir o aumento provocado pela
falta de estrogénio sobre o conteudo de glicogénio hepatico e muscular (Prestes et al., 2011),
reestabelecer a expressdo génica de moléculas relacionadas a B-oxidacdo e a lipogénese no
figado (Domingos et al., 2012), assim como a atividade de MMP-2 nos musculos das pata
inferiores (Prestes et al., 2009) e no tendao calcaneo (Pereira et al., 2010) Nos 0ssos, além da
atividade de MMP-2, o TR também melhorou outros parametros, como densidade mineral e

Ossea e, carga maxima e carga de fratura (Shiguemoto et al., 2012).

O TR melhorou o perfil do metabolismo lipidico no figado (Pighon et al.,
2011; Domingos et al., 2012) e no musculo esquelético (Liu et al., 2012) de ratas OV X, o que
resultou em menor acimulo de gordura ectopica nesses locais. Porém o metabolismo lipidico
no TAB também possui um papel fundamental no controle das concentracdes de AG
sistémicos e ectdpicos e pelo nosso conhecimento ainda ndo foram investigados.

Em relacdo a inflamacdo cronica do TAV, existe um numero relativamente
grande de trabalhos que demonstraram que o TR reduz a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias no TAV de roedores obesos, tais como TNF-a, IL-1, IL-12 e MCP-1, além de
aumentar a expressao de citocinas anti-inflamatorias, tais como a IL-10. Aparentemente, estas
alteracOes séo independentes da reducdo de massa corporal (You et al., 2013). Porém, pelos
resultados das pesquisas realizadas no pubmed, nenhum artigo investigou as respostas

inflamatdrias ao TR do TAV na auséncia do estrogénio.
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Estas reflexdes apontam para a importéncia de estudar os efeitos do TR sobre o
metabolismo lipidico e a inflamacdo cronica de baixa intensidade no TAV de ratas OVX.
Atualmente esses mecanismos permanecem desconhecidos. Nossa hipotese foi que o TR seja
eficaz em amenizar ou até mesmo reestabelecer os efeitos deletérios da falta dos horménios
ovarianos relacionados tanto aos desajustes no metabolismo lipidico quanto a inflamagédo
cronica de baixa intensidade, 0 que pode representar uma estratégia ndo farmacoldgica para

mulheres pds-menopausais que ndo podem ou ndo desejam fazer a reposicdo hormonal.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia de 29 sessfes de treinamento
resistido sobre pardmetros fisiolégicos e moleculares do tecido adiposo de ratas

ovariectomizadas.

2.2 Especificos

Avaliar os efeitos do TR em ratas OV X ou ndo OV X sobre;

e massa corporal;

e massa gorda;

e ingestdo alimentar;

o eficiéncia metabdlica;

e carga de treino;

e morfometria dos adipdcitos viscerais (mesentérico e parametrial) e
subcutaneo (gluteal);

e expressdo génica de marcadores lipogénicos (PPAR-y, SCD-1, SREBP-
1c e ACC), oxidativo (CPT-1) e lipolitico (HSL);

e expressdao génica de marcadores (F4/80 e CD11b) e quimioatraentes
(MCP-1, osteopontina e Rantes) de macréfagos;

e expressdao génica de citocinas inflamatorias (IFN-vy, 1L-1p, IL-6 e TNF-
a);

e expressao génica marcadores anti-inflamatérios (IL-10 e arginase 1);
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram utilizadas 24 ratas Sprague
Dawley, provenientes do Biotério central da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho (Unesp) com massa corporal inicial de 180 + 4 gramas. N&o utilizamos camundongos
pela dificuldade de fazer estes animais realizarem o protocolo de exercicio descrito neste
trabalho. As ratas foram agrupadas em gaiolas coletivas contendo cinco ratas cada e foram
mantidas no Biotério do Laboratdrio de Fisiologia do Exercicio, do departamento de Ciéncias
Fisiologicas desta universidade em temperatura ambiente entre 22 e 24°C. A luz foi
controlada em ciclo claro-escuro de 12 horas (claro iniciado as 06h00Omin). A 4gua e a comida
foram administradas ad libitum. O experimento foi conduzido segundo as normas
internacionais de ética na experimentacdo animal (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
1996). A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em experimentacdo animal da UFSCar
(Protocolo no. 008/2010).

3.2 Periodo Experimental

As ratas chegaram ao nosso laboratdrio 7 semanas ap0s 0 nascimento e foram
aleatoriamente distribuidas em 6 caixas coletivas. Uma semana ap0s terem chegado, tiveram
seu ciclo claro/escuro invertido (13h -1h escuro). O procedimento de ovariectomia ou pseudo
ovariectomia (grupo sham) foi realizado quando as ratas estavam com 10 semanas de vida
(aproximadamente 250g), considerados animais adultos jovens (Souza et al., 2007; Horcajada
et al., 2008; Seidlova-Wauttke et al., 2008). No grupo treinamento, o periodo de recuperacao
antes do inicio do treinamento foi de 21 dias. Todos os animais foram sacrificados 92 dias

ap0s a ovariectomia, ou seja, com 23 semanas de vida.
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3.3 Plano experimental

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 4 grupos experimentais (6 animais

por grupo) (Fig. 8):
1) sham sedentarias (SHAM);
2) ovariectomizadas sedentérias (OVX);
3) sham treinamento resistido (SHAM-TR);

4) ovariectomizadas treinamento resistido (OVX-TR)

GRUPOS
EXPERIMENTAIS

(n=6 por grupo)

SHAM ovX

T et P Aremnamento) o o Treinamento
Sedentarios resistido Sedentarios resistido

(orlai) (SHAMIRT) (OVX) (OVX-RT)

Figura 8. Organograma dos grupos experimentais

Grupos Sham (Pseudo Ovariectomizado)

Os animais dos grupos SHAM (SHAM e SHAM-TR) foram submetidos a uma pseudo
ovariectomia, procedimento que mimetiza o procedimento cirirgico da ovariectomia, porém

ap0s exposto, o0 ovario é recolocado intacto ao seu local natural.
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Grupos Ovariectomizadas

As ratas dos grupos ovariectomizadas (OVX e OVX-TR) foram submetidas a cirurgia
bilateral de remogdo dos ovarios (ovariectomia) como descrito adiante.

Animais sedentarios

Os animais denominados sedentarios (SHAM e OVX) foram assim classificados por
ndo realizarem qualquer tipo de treinamento, permanecendo em suas caixas durante todo o

periodo do experimento.

Animais Treinados

Os animais dos grupos treinamento resistido (SHAM-TR e OVX-TR)
realizaram 3 sessdes de treino por semana e totalizaram 29 sessdes de treino em 10 semanas

de treinamento resistido.

Procedimentos Cirurgicos da Ovariectomia (OVX)

As ratas ovariectomizadas (OVX e OVX-TR) sofreram a remocdo bilateral dos
ovarios segundo o modelo proposto por Kalu (1991). As ratas foram inicialmente anestesiadas
com ketamina e xylazina (Fig. 9a), tendo seus reflexos testados. A auséncia de reflexos
permitia o inicio aos procedimentos cirargicos. Foi feita uma pequena incisdo bilateral de 1-
1,5 cm através da pele e da camada muscular, entre a Gltima costela e a coxa, em paralelo com
a linha corporal do animal. A cavidade peritoneal foi aberta, os ovarios foram expostos e,
ap6s uma ligadura abaixo da fimbria, foram removidos (Fig. 9b). Apo6s a remoc¢do dos
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ovarios, o Utero foi recolocado em seu local anatbmico (Fig. 9¢c) e musculos e pele foram
suturados. Nas 24 horas seguintes da OV X as ratas foram mantidas em caixas individuais,
tratadas com analgésico e aquecidas (Fig. 9d). Cinco dias ap6s a cirurgia foram novamente
agrupadas em caixas coletivas onde permaneceram até o fim do experimento. Foi respeitado
um periodo de 21 dias de recuperacdo pés-cirurgia para dar inicio aos procedimentos do
protocolo de treinamento resistido no grupo TF-OVX (Kalu, 1991).

Figura 9. Etapas do procedimento cirdrgico. (a) Anestésicos utilizados. (b) Remogao dos ovarios. (c) Recolocagéo no Utero
na cavidade abdominal. (d) Recuperagdo pos-cirdrgico em caixas individuais em local aquecido (acervo pessoal).

Controle do ciclo estral

O controle do ciclo estral das ratas foi feito através da técnica do esfregaco vaginal
realizado diariamente (Marcondes; Bianchi; Tanno, 2002), a partir da segunda semana apos a
pseudo-ovariectomia, para garantir que as ratas pseudo-ovariectomizadas estavam em uma
condicdo diferente das ovariectomizadas, ou seja, se continuavam ciclando, assim como para
verificar o sucesso da OVX. A coleta foi mantida até um més antes da data do sacrificio, ja
que estes dados ndo sdo o objetivo priméario deste estudo e o estresse promovido pela coleta
do material poderia interferir nos resultados deste estudo.
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3.4 Protocolo de treinamento

O treinamento adaptou o protocolo de Hornberger e Farrar (Hornberger; Farrar, 2004).

As adaptacdes foram:

a)

b)

realizado no inicio da fase escura, ao invés da fase clara, porque rato é ativo
principalmente nos periodos de escuriddo e torna-se inativo em periodos de luz
(Richter, 1978).

Realizado 3 vezes por semana— segunda, quarta e sexta feira, ao invés de a
cada 72 horas, 0 que torna 0 modelo mais com o treinamento realizado em
academiae ;

Aumento da sobrecarga utilizada nas 4 primeiras séries de cada dia de treino,
de 50%,75%,90% e 100% para 65%, 85%, 95% e 100% da carga maxima,
como resultado de observacdo de estudos anteriores onde as ratas,
aparentemente, fadigavam por exaustdo mental e ndo muscular, em decorréncia

do elevado niumero de séries que elas realizavam por sessé@o de treino.

Como os treinos foram realizados no escuro, foi utilizada uma luz

infravermelha de 150W para possibilitar a visdo do treinador. O treinamento consistiu de

subidas em uma escada de 1,10m de altura por 0,18m de largura e espacamento de 2cm entre

os degraus da grade, com 80° de inclinagdo com uma carga fixada em sua cauda (Fig.10 a e

b), realizado 3 vezes por semana (segunda, quarta e sexta). O tamanho da escada obrigava 0s

animais fazerem de 8 a 12 movimentos por escalada (série). O aparato de carga, composto por

tubos cbnicos contendo pesos em seu interior, foram fixados a parcela proximal da cauda com

uma tira adesiva (1,5cm, 3M Tartan) (Fig. 10 c).



48

Figura 10. Modelo experimental. (a) Dimensdes da escada utilizada; (b) aparatos de sobrecarga; (c) rata realizando o
treinamento (acervo pessoal).

Na primeira semana do protocolo de escalada foi realizada a familiarizagdo das ratas
ao treinamento resistido. As ratas eram colocadas na parte inferior da escada e adaptadas ao
ato de escalar. Inicialmente, foram motivadas a escalar aplicando-se em sua cauda um
estimulo “tipo pinga” com as maos para iniciar 0 movimento. No topo da escada,
encontravam uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansavam por 120 segundos. Este
procedimento era repetido até que as ratas voluntariamente subissem a escada trés vezes

consecutivas, sem o incentivo da pingada na cauda.

Na segunda feira da segunda semana do protocolo de escalada, os grupos treinados
comegaram o treinamento de exercicio resistido com sobrecargas progressivas, até a exaustdo.
A primeira sessdo de treinamento teve o objetivo de determinar a carga maxima inicial de
cada rata. Para tanto, o animal realizava de quatro a oito escaladas com sobrecargas
progressivamente mais pesadas. Na primeira escalada foi aplicada uma sobrecarga de 75% da
massa corporal da rata. Ap6s completar o carregamento desta carga com sucesso, uma massa
adicional de 30 gramas foi adicionado ao aparato. Este procedimento foi repetido
sucessivamente até que a rata ndo conseguisse mais escalar toda a escada. Assim, a maior
sobrecarga carregada com sucesso até o topo da escada foi considerada a carga maxima das

ratas para a proxima sessao de treinamento.

As proximas sessdes de treinos consistiram de quatro até nove escaladas. Durante as
primeiras quatro escaladas, as ratas carregaram 65%, 85%, 95% e 100% de sua carga maxima,
determinada na ultima sessdo de treinamento. Durante as escaladas subsequentes, um

adicional de 30 gramas foi adicionado até que a rata ou ndo conseguisse mais escalar a escada
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por completo ou completasse nove escaladas. A sobrecarga utilizada na Ultima escalada
completa que a rata conseguiu realizar era a nova carga maxima da rata para a proxima sessao
de treinamento. O treinamento sempre foi realizado na presenca dos mesmos observadores.
Este modelo experimental, sem as adaptagdes aqui descritas, tem sido usado com sucesso por
nosso grupo (Leite et al., 2009; Prestes et al., 2009).

3.5 Sacrificio dos animais e retirada dos tecidos

Ao término do periodo experimental os animais ficaram em jejum durante a noite e
foram sacrificados pela manhd por decapitagio em guilhotina. Os grupos treinamento
resistido foram sacrificados 48 horas apés a Ultima sessdo de treino. Em seguida, os animais
foram posicionados em uma mesa cirurgica, com as patas presas e mantidas em extensdo, para
assim efetuar a retirada das gorduras mesentérica, parametrial e subcuténea gluteal. Todos os
tecidos foram pesados Umidos em balanca de precisdo. A massa do Utero Uumido e seco
também foi usado para confirmar o sucesso da ovariectomia. Apds a pesagem, parte dos
tecidos retirados, que seriam destinados as analises em gRT-PCR, foram imediatamente

congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas em freezer -80°C.

3.6 Eficiéncia alimentar

A eficiéncia alimentar foi determinada por meio do célculo semanal entre a

média do aumento de massa corporal pela média do consumo alimentar.

3.7  Glicemia de jejum

Foi determinada utilizando monitor com tiras de teste para determinacdo da glicemia
(glicosimetro) por fotémetro de refletancia da marca Accu-Chek®, Laboratério Roche

Diagndsticos, Alemanha. Os resultados foram expressos em mg/dL.
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3.8 Anéalise Morfométrica

Imediatamente apds a remocdo do tecido adiposo mesentérico e subcuténeo,
aproximadamente 100 mg de cada tecido foi colocado em fixador tampdo de colidina 0,2 M,
contendo 1% de tetroxido de 6smio e colocados em estufa a 37°C por um periodo de 24 horas.
As células foram lavadas e suspensas em solucdo salina morna e imediatamente espalhadas
em laminas, para posterior medida da area dos adipécitos (HIRSCH & GALLIAN, 1968).

Para a medida referente as areas de triglicerideo das células dos tecidos
adiposos, foi utilizado um sistema de microscopia Otica e o software Image Pro-plus 3.02.
Este procedimento permite uma observagdo constante da quantidade de células medidas.
Utilizamos aproximadamente 100 células por animal e cinco animais por grupo, o que totaliza
500 areas de adipocitos por grupo de animais, por tecido. Os valores médios e 0s respectivos
erros padrdo foram expressos em um (MANZONI & DUARTE, 2005).

3.9 Extracdo do RNA total e controle de qualidade

Amostras de 100mg do tecido adiposo mesentérico foram homogeneizadas
com um homogeneizador Power Genl1000 (Fisher Scientific) em TRIZOL® (Invitrogen,
Carlsbad, California). O RNA total foi extraido de acordo com as instrucdes do fabricante,
quantificado por leitura a 260nm e verificado o grau de pureza (260nm/280nm e 260/230) por
espectrofotometria. Somente amostras que apresentaram a razao 260nm/280nm e 260/230
acima de 1,8 e bandas bem definidas, sem arraste no gel, foram utilizadas. A integridade do
RNA foi visualizada com brometo de etideo por eletroforese em gel de agarose (Fig. 11). As
setas em vermelho ilustram extracdes que ndao foram bem sucedidas e necessitaram serem

refeitas.
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Figura 11. Exemplo de gel de RNA. As setas vermelhas indicam amostras que perderam a integridade durante a extracéo e
precisaram serem refeitas. Nas outras linhas é possivel visualizar a integridade das bandas ribossomais 18 e 28 s (acervo
pessoal).

3.9.1 Tratamento com DNase e Transcricao reversa

Para remover possiveis contaminacdes com DNA gendmico, 2ug de RNA total
de cada amostra foram tratados com DNase I, Amplification Grade (Invitrogen Corporation,
California, USA), seguindo as especificacbes do fabricante. O RNA total tratado foi
reversamente transcrito em cDNA usando Oligo(dT) e M-MLV Reverse Transcriptase

(Promega, Madison, WI) também de acordo com o manual do fabricante.

3.9.2 PCR em tempo real

A gquantificacdo do RNAm das amostras de todos 0s grupos experimentais foi
realizada em duplicata no sistema de deteccdo PCR em tempo real CFX 96 (Bio-Rad, San
Francisco, USA) a partir de aproximadamente 20ng de cDNA, 0,4 uM de cada iniciador e 10
uL de SsoFastTM Eva Green ® (Bio-rad, San Francisco, EUA) e agua suficiente para
completar um volume total de reagdo de 20 uL. As sequéncias especificas dos primers de cada

gene estdo listadas na Tabela 1. O programa de ciclos térmicos utilizado foi: 95°C durante 30
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seg, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 s, 57-61°C durante 30 s (temperatura de
anelamento especifica para cada par de primers), e 72°C durante 30 segundos.

Tabela 1. Primers utilizados para amplificacdo dos genes de interesse por qRT-PCR.

Genes Sense primer (5-3") Antisense primer (5-3") NCBI Refseq
SCD-1 TGCTGATGTGCTTCATCCTG GGGAAACCAGGATATTCTCC NM_009127.4
PPAR-y AAGGGGCCTGGACCTCTGCTG ATAAGGCGGGGACGCAGGCT NM_001145366.1
SREBP-1c TGCCCTAAGGGTCAAAACCA TGGCGGGCACTACTTAGGAA NM_001276708.1
ACC ACAGAGATGGTGGCTGATGTC GATCCCCATGGCAATCTG NM_022193.1
CPT-1 ACGTTGGACGAATCGGAGC AAAGCATCTTCCATGCAGCAG NM_031559.2
HSL GCGCCTATTCAGGGACAGA CCAGGAAGGAGTTGAGCCAT NM_012859.1
F4/80 TGGAATGCATAATCGCTGCT CAAGGAGGGCAGAGTTGATC NM_001007557.1
CD11b gAGATCAACAAGGTGACCATATGG gATCATGTCCTTGTACTGTCGTTT NM_012711.1
MCP-1 AGCCAGATGCAGTTAATGCCC ACACCTGCTGCTGGTGATTCTC NM_031530.1
RANTES CCATATGGCTCGGACACCACTC CACTTCTTCTCTGGGTTGGCAC NM_031116.3
Osteopontina  GAGTTTGGCAGCTCAGAGGA TCTGCTTCTGAGATGGGTCA NM_012881.2
IFN-y GAACTGGCAAAAGGACGGTA CTGATGGCCTGGTTGTCTTT NM_138880.2
IL-1B CTCCATGAGCTTTGTACAAGG TGCTGATGTACCAGTTGGGG NM_012589.1
IL-6 TTCCAGCCAGTTGCCTTCTT TGTTGTGGGTGGTATCCTCTGT NM_012589.1
Arg-1 éAAGCCCATAGAGATTATCGGAGC AGACAAGGTCAACGCCACTGCC NM_017134.2
IL-10 CAGCTGCGACGCTGTCATCGA GCAGTCCAGTAGATGCCGGGTG NM_012854.2

Adiquirido na
TNF- o -

Quiagen
RPLPO AGGGTCCTGGCTTTGTCTGTGG AGCTGCAGGAGCAGCAGTGG NM_022402.2

SCD-1 = estearoil coenzima A dessaturase-1; PPAR-y = receptor ativado por proliferadores de peroxissomos gamma;
SREBP-1c = proteina ligante do elemento regulatério do esterol; ACC = acetil-CoA carboxilase; CPT-1 = Carnitina
palmitoil-transferase 1; HSL = lipase sensivel a hormoénio; IL- interleucina-; MCP-1 proteina-1 quimioatraente de
mondcitos; IFN- y interferon-gama; TNF-a fator de necrose tumoral-alfa; RPLPO = proteina ribossomal grande.

A especificidade dos produtos de amplificacdo foi confirmada tanto através da
formacdo de apenas um pico nas curvas de melting (Fig. 12a) quanto pela amplificacdo de
apenas uma banda de tamanho especifico (confirmado com padrdo de baixa massa molecular
de DNA - Low DNA Mass™ Ladder, Invitrogen Corporation, Califérnia, USA) do produto
de PCR visualizada em gel de agarose a 2% (Fig. 12c). Como gene constitutivo inicialmente
testamos 0 GAPDH e depois a B-actina, porém nenhum desses dois genes foi estavel inter- e
intra-grupos (Vandesompele et al., 2002). O terceiro candidato foi o RPLOP, que se mostrou
adequado a ser gene constitutivo nas condigdes experimentais e no tecido analisado neste

trabalho, por isso foi usado como gene normalizador.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=453040313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=29789035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=13928713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=24475821
http://en.wikipedia.org/wiki/Peroxisome_proliferator-activated_receptor_gamma
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a Melt Peak

-d(RFU)/AT

Temperature, Celsius

Figura 12. Validacdo de amplificacdo especifica para os produtos da PCR (a) llustracdo da formagdo de apenas um pico na
curva de melting. . (b) Exemplo de confirmagdo da amplificacdo do gene esperado, identificado pela formagdo de apenas
uma banda e no tamanho esperado, feito em gel de agarose. As amostras aplicadas no gel sdo o produto do gPCR.

A influéncia do treinamento, da ovariectomia ou a da associagdo de ambos
sobre a expressdo dos genes selecionados foi avaliada pelo método de quantificacédo relativa.
Os dados foram analisados usando a equacdo de Livak e Schmittgen, onde a variacdo na
expressdo de cada gene é igual a 2", O ciclo limiar (Cr), determinado pela linha horizontal
que pode ser observada na Fig. 13, indica o numero do ciclo onde a reacdo de amplificacéo
atinge o limiar fixado. A variacdo do Cr (ACr) é entdo calculada atraves da subtracdo do
Crgene aivo (exemplificado pela figura 14 a) pelo Cr gene constitutivo (€Xemplificado pela figura 14
a). Posteriormente e calculado o AACr, que é a subtragdo do ACr pela média do ACTgrupo
controle, NESte caso foi utilizado a média do ACT do grupo SHAM. O negativo desse resultado (-
AACy) é entdo elevado a poténcia de 2 (24“") (Livak; Schmittgen, 2001). Desta forma os

dados estavam preparados para passarem por tratamento estatistico convencional.

Amplification Amplification
a . : , . b ( —

3000 +---

1| 2 2000 4

1000 +-- -

+ + + + + t t t
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycles Cycles

Figura 13. Exemplo de curvas de amplificacdo de PCR em tempo real ilustrando o padrdo de amplificagdo de (a) gene
constitutivo e; (b) gene alvo.

3.10 Andlise estatistica
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Os resultados foram inicialmente submetidos aos testes de homogeneidade (teste de
Levene) e normalidade. Com as varidveis apresentando distribuicdo normal e
homocedasticidade, foi aplicado o teste de andlise de varidncia ANOVA two way
(considerando as variaveis OVX e TR). Quando as medias dos grupos foram diferentes (p <
0.05), a andlise post-hoc (Tukey’s test) para comparacGes multiplas foi realizada. As analises
estatisticas foram feitas usando o programa estatistico Instat 3.0 (GraphPad, San Diego, CA,

USA, 1998). A apresentacdo dos resultados foi feita pela médiaterro padrdo da média.
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4 RESULTADOS

4.1 Controle do ciclo estral e massa do Utero

Para confirmar o sucesso da ovariectomia, continuamos a coleta do esfregaco
vaginal por até um més antes do sacrificio. As ratas dos grupos SHAM continuaram com 0
ciclo normal (Fig.14), que durava de 4 a 5 dias, com pequenas variagdes individuais. As ratas
dos grupos OVX apresentaram esfregaco vaginal sempre com as mesmas células,
permanecendo na fase diestro. O massa do utero também confirma o sucesso da ovariectomia

(tabela 2). Obtivemos sucesso em 100% das ovariectomias deste estudo.

sham sham sham OVX OVX OVX
Pré Esti Me Diejl Pré Esti Me Diefll Pré Esti Me Diefll Pro Esti Me Diefll Pré Esti Me Dielll Pré Esti Me Di

Figura 14. Representacdo do resultado de coleta do esfregaco vaginal. Apds o procedimento cirurgico, as ratas pseudo-
ovariectomizadas continuaram a ciclar normalmente. As ratas ovariectomizadas bilateralmente apresentaram sempre 0s
mesmos tipos de células, caracteristica da fase diestro.

4.2 Carga de carregamento

Houve um incremento gradual na carga maxima de carregamento das ratas
durante todo o periodo experimental. O grupo SHAM-TR aumentou 199% a carga de
carregamento durante o periodo de treinamento (de 406,59 para 808,5g), enquanto 0 grupo
OVX-TR aumentou em 235% ( de 331,89 para 779,2g). No entanto, ndo ocorreu diferenca
entre nas cargas maximas das ratas SHAM-TR e OVX-TR (Fig. 15).
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Figura 155. Comparacdo da carga maxima incremental dos grupos SHAM-TR e ratas OVX-TR ao longo das semanas de
treinamento (n=6 por grupo). SHAM-TR = sham treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido.
Os dados sdo médias + EPM.

4.3 Glicemia de jejum

Né&o ouve diferenca significativa entre os grupos sedentarios, ovariectomizadas
ou ndo. Entretanto, o grupo SHAM-TR apresentou valor glicémico menor que 0S grupos
OVX e OVX-TR (tabela 2).

4.4 Ingestdo alimentar, massa corporal, e eficiéncia alimentar

A ingestdo alimentar era maior no grupo OVX comparado a todos 0s outros
grupos. O treinamento resistido reduziu a ingestdo alimentar, tanto no grupo SHAM-RT
guanto no OVX-RT, comparados aos grupos SHAM e OVX, respectivamente. O grupo

SHAM-RT apresentou a menor ingestdo alimentar entre os grupos (Tabela 2).

A massa corporal das ratas também pode ser utilizada como demonstrativo do
sucesso da ovariectomia (Cao et al., 2013; Zengin et al., 2013). Ja esta bem relatado que
dependente (Saengsirisuwan et al., 2009; Pighon et al., 2011; Elbassuoni; Ragy; Aziz, 2012)
ou independentemente (Heine et al., 2000; Jones et al., 2001; Rogers et al., 2009; Vieira
Potter et al., 2012) do aumento do consumo alimentar, roedores ovariectomizadas aumentam a

massa corporal.



57

Inicialmente, ndo havia diferenca na massa corporal entre os grupos. Trés
semanas ap0Os a ovariectomia, as ratas ovariectomizadas apresentaram massa corporal maior
do que grupos SHAM (Tabela 2). Neste momento, 0s grupos treinados iniciaram o protocolo

de exercicio resistido.

O periodo de treinamento consistiu de 10 semanas. Ao final desse periodo, as
ratas OV X apresentaram massa corporal maior do que a dos outros grupos. As ratas do grupo
OVX-RT apresentaram massa corporal menor do que as ratas OVX. A massa corporal das
ratas SHAM-TR era menor do que a dos outros grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Medidas fisiolégicas das ratas SHAM, OV X, SHAM-TR e OVX-TR.

SHAM OoVvX SHAM-TR OVX-TR
Massa do utero 0,203:0,01  0,0540,08%  0,195+0,03" 0,0440,02%¢
(9/100g massa corporal)
Ingestao Alimentar (g) 21,1940,1 23,13+0,2% 19,5740,2°% 20,62+0,3%¢
Massa corporal inicial (g) 252,77 244.8+12 244, 3+7 250,37
Massa corporal pré-TR (g)  291,7+4 319,5+4% 278,3+7"™ 318,742 %
Massa corporal final (g) 336,3+7 392,7+7% 301,3+5%° 367,144 20
Glicemia de jejum (mg/dL) 155 543 163,642 147,244 161,8+1°
Valores sdo média + erro padrdo da média; N=6 em cada grupo.
#0<0,05 #*p<0,001 vs SHAM
Pp<0,05 *°p<0,001 vs OVX

p<0,05 “p<0,001 vs SHAM-TR

A eficiéncia alimentar era maior nas ratas do grupo OVX, comparado a todos
0s outros. Porém o treinamento resistido reduziu a eficiéncia alimentar dos grupos SHAM-TR
e OVX-TR, comparados aos seus respectivos grupos sedentarios. A eficiéncia alimentar era
semelhante entre os grupos OVX-TR e os grupos SHAM. Mas era menor no grupo SHAM-
TR comparado ao grupo SHAM (Fig. 16).



58

0,30 7

0,26
0,24
022
0,20 bb
0,18 4 bb

0,16

0,14 4

0,12 -

Ganho de peso corporal (g)/ingestéo alimentar (g)

N Ry N &
X S W g
& S S

Figura 166. Comparagao da eficiéncia alimentar entre os grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-TR (n=6 por grupo).
SHAM = sham sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham treinamento resistido e OVX-TR =
ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. ®p <0,05, *°p <0,001 vs OVX.

4.5 Area dos adipdcitos

O tamanho dos adipocitos dos tecidos adiposos mesentérico (Fig.17 a) e
parametrial (Fig. 17 b) viscerais, assim como dos adipocitos do tecido adiposo gluteal
subcutaneo (Fig. 17c) era maior no grupo OVX comparado ao grupo SHAM. No entanto,
comparando estes dois grupos, o aumento foi maior no adipocitos viscerais (45 e 48%,

respectivamente) em comparagdo com os adipécitos subcutaneos (15%).

O grupo OVX-TR apresentou a menor area de adipécitos do tecido adiposo
visceral mesentérico, mas ndo dos adipdcitos do tecido adiposo parametrial, comparado ao
grupo OVX. A area de adipdcitos do tecido adiposo subcuténeo era igual entre 0s grupos
OVX-TR e os grupos SHAM. Entre os grupos SHAM, a area dos adipOcitos viscerais e

subcutaneos era menor no grupo treinado.
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Figura 17. Area das células adiposas (a) mesentérica, (b) parametrial e (c) subcutanea das ratas dos grupos SHAM, OVX,
SHAM-TR e OVX-TR. (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham
treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média = EPM. *p <0,05, **p <0,001
vs SHAM, ®°p <0,001 vs OVX, ©p <0,001 vs SHAM-TR.

Apesar da area de ambos os tecidos adiposos viscerais analisados (mesentérico
e parametrial) terem aumentado similarmente na auséncia do estrogénio, o treinamento

resistido demonstrou exercer um maior efeito sobre a &rea dos adip6citos mesentéricos. Com
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0 objetivo de estudar os mecanismos moleculares envolvidos nessa regulagdo, tanto do
tamanho do adipdcito, assim como das consequéncias inflamatorias associadas a essa
modulacdo, e considerando a importancia do TAV sobre o quadro inflamatério crénico,

realizamos analises de expressdo génica do tecido adiposo visceral mesentérico.

4.6 Expressdo de genes que coordenam o metabolismo lipidico

4.6.1 Adipogénese e lipogénese

A ovariectomia aumentou a expressao génica do PPAR-y, o principal regulador
da adipogénese (diferenciacdo de novos adipdcitos), mas que também possui funcédo sobre a
lipogénese (sintese de AG e TG) no grupo OVX comparado ao grupo SHAM. O treinamento
resistido impediu completamente este aumento no grupo OVX-TR, comparado ao grupo
SHAM. O treinamento resistido também reduziu a expressdo desse gene no grupo SHAM-TR,
comparado ao grupo SHAM. Ndo houve diferenca na expressao PPAR-y entre dois grupos

treinados, no TA mesentérico (Fig. 18).

aa

PPAR-Y (Express&o génica relativa)

Figura 18. Comparacéo da expressdo génica de PPAR-y entre 0s grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-TR no tecido
adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentéria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham
treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média = EPM. *p <0,05, **p <0,001
vs SHAM, ®°p <0,001 vs OVX.
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4.6.2 Principais reguladores da lipogénese

O ovariectomia também aumentou a expressdo génica do fator de transcri¢éo
lipogénico SREBP-1c (Fig. 19a) assim como de seus alvos downstream SCD-1 (Fig. 19b) e
ACC (Fig. 19c) no grupo OVX comparado ao grupo SHAM. O treinamento resistido evitou o
aumento provocado pela ovariectomia da expressdo SCD-1 e reduziu a expressdo de SREBP-
1c no grupo OVX-TR comparado ao grupo SHAM. Mas a expressdo de ACC era maior no
grupo OVX-TR comparado ao grupo SHAM. No entanto, era menor no grupo OVX-TR
comparado ao grupo OVX.

O treinamento resistido também melhorou, apesar da menor proporcao, o
metabolismo lipogénico nas ratas SHAM, uma vez que a expressédo de SREBP-1c e de seu
gene alvo ACC era menor no grupo SHAM-TR do que no grupo SHAM. No entanto, a
expressdo de SCD-1 era maior grupo SHAM-TR do que no grupo SHAM (Figs. 19 a,b e c,

respectivamente).

Entre os grupos treinados, a expressao SREBP-1c e de seu gene alvo ACC era
maior era maior grupo OVX-TR do que no grupo SHAM-TR. Ja a expressdo de SCD-1 era
menor no grupo OVX-TR do que no grupo SHAM-TR (Figs. 19 a,b e c, respectivamente).
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Figura 19. Comparacéo da expressdo génica de (a) SREBP-1c, (b) SCD-1 e (c) ACC entre os grupos SHAM, OV X, SHAM-
TR e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentdria, OVX = ovariectomizada
sedentaria, SHAM-TR = sham treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo
média + EPM. ®p <0,001 vs SHAM, "°p <0,001 vs OVX, a “p <0,001 vs SHAM-TR.

4.6.3 B-oxidagao
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A expressao do gene CPT-1, cujo produto € responsavel por transportar os AG
livres para dentro das mitocondrias para serem oxidados, estava reduzido nas ratas OVX e
SHAM-TR, em comparacdo ao grupo SHAM. O grupo OVX-TR era 0 que mais expressava
CPT-1 (Fig. 20).
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0,5

CPT-1 (Expressao génica relativa)

00 -
K

S

&

< <
K <
& 3F
3

Figura 20. Comparagdo da expressdo génica de CPT-1 entre os grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-TR no tecido
adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham
treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. %p <0,05, **p <0,001
vs SHAM, "°p <0,001 vs OVX, a “p <0,001 vs SHAM-TR.

4.6.4 Lipolise

A enzima com funcdo chave na liberacdo de TG armazenados para serem
liberados na corrente sanguinea, HSL, aumentou nos grupo OVX e OVX-TR, comparados ao
grupo SHAM. No entanto, sua expressao era menor no grupo OVX-TR comparado ao grupo
OVX. O grupo OVX-TR expressava mais HSL do que o grupo SHAM-TR. Né&o havia
diferenca entre os grupos SHAM e SHAM-TR (Fig. 21).
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Figura 21. Comparagdo da expressdo génica de HSL entre os grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-TR no tecido
adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham
treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. ®p <0,001 vs
SHAM, "p <0,001 vs OVX, a “p <0,001 vs SHAM-TR.

Estes resultados indicam o0s potenciais beneficios do treinamento resistido
como uma estratégia alternativa para controlar os efeitos da deficiéncia de estrogénio no

metabolismo lipidico.

4.7 Expressdo de genes relacionados a inflamacéo cronica de baixa intensidade

4.7.1 Quimioatraentes de mondcitos

A expressao de genes codificantes de moléculas quimioatraentes de mondcitos
praticamente ndo foi alterada no TAV mesentérico por nenhuma das intervencdes, com
excecdo da expressao génica do principal quimioatraente de mondécitos MCP-1 (Lumeng;
Bodzin; Saltiel, 2007) (Fig. 22a), que era maior no grupo OV X, e da osteopontina (Fig. 22b),

gue era menor no grupo OVX-TR, comparado aos outros grupos.
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Figura 22. Comparagdo da expressdo génica de (a)MCP-1, (b) Osteopontina e (c) Rantes entre 0s grupos SHAM, OVX,
SHAM-TR e OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentéaria, OV X = ovariectomizada
sedentaria, SHAM-TR = sham treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo
média + EPM. p <0,05 vs SHAM, "°p <0,001 vs OVX, “p <0,001 vs SHAM-TR.
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4.7.2 Identificadores da presenca de macrofagos

Apesar da expressdo dos genes que recrutam macréfagos ndo estar alterada, a
expressdo dos genes que identificam a presenca de macréfagos, F4/80" e CD11b, era maior no
grupo OVX em relacdo aos outros grupos. Contudo, os dois grupos treinados, SHAM-TR e
OVX-TR, expressavam a mesma quantidade desses genes comparados ao grupo SHAM.

Também ndo havia diferenca entre os grupos treinados SHAM-TR e OVX-TR. (Fig. 23 a e b,

respectivamente).
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Figura 23. Comparacao da expressdo génica de (a) F4/80 e (b) CD11b entre os grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-
TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM -
TR = sham treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. p

<0,05, ®p <0,001 vs SHAM, °p <0,05, *°p <0,001 vs OVX.
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4.7.3 Ativador de macrofagos M1

A ovariectomia também aumentou a expressao do gene IFN-y, um ativador de
macréfagos M1, no grupo OVX comparado ao grupo SHAM. A expressdo desse gene era
menor no grupo OVX-TR comparado ao grupo OVX. Porém a expressdo de IFN-y era maior
no grupo OVX-TR em relacdo ao grupo SHAM, mas era igual em relagdo ao grupo SHAM-
TR. Néo havia diferenca na expressao de IFN-y entre os grupos SHAM (Fig. 24).
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Figura 24. Comparacdo da expressdo génica de IFN-y entre os grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-TR no tecido
adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham
treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. °p <0,05, **p <0,001
vs SHAM, "°p <0,001 vs OVX

4.7.4 Citocinas inflamatorias

A expressdo de citocinas inflamatorias, IL-1B, IL-6 e TNF-o, era maior no
grupo OVX comparado a todos 0s outros grupos. No entanto, ndo havia diferenca em nenhum
desses genes entre os grupos SHAM, SHAM-TR e OVX-TR.
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Figura 25. Comparagao da expresséo génica de IL-1B (a), IL-6 (b) e TNF-a (c) entre os grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e
OVX-TR no tecido adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentéria,
SHAM-TR = sham treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM.
%p <0,05, *p <0,001 vs SHAM, *°p <0,001 vs OV X.
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4.7.5 ldentificador de macréfagos M2a ativados

A expressdo g@génica de arginase-1, feita por macréfagos ativados
alternativamente M2a, era maior no grupo OVX comparado a todos 0s outros grupos. No
entanto, era menor no grupo OVX-TR comparado a todos 0s outros grupos. A expressdo era

maior no grupo SHAM-TR em relagéo ao grupo SHAM. (Fig. 26).
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Figura 26. Comparacéo da expressdo génica de arginase-1 entre os grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-TR no tecido
adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham
treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. ®p <0,05, **p <0,001
vs SHAM, p <0,001 vs OVX, “p <0,001 vs SHAM-TR.

4.7.6 Citocina anti-inflamatoria

A expressdo do gene considerado o mais potente anti-inflamatério 1L-10 era
menor era no grupo OVX comparado a todos os outros grupos. O grupo SHAM-TR era o que
mais expressava IL-10 em relacdo a todos os outros. O grupo OVX-TR expressava mais IL-10
do que os grupos SHAM e OV X (fig. 27).
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Figura 27. Comparacéo da expressdo génica de 1L-10 entre os grupos SHAM, OVX, SHAM-TR e OVX-TR no tecido
adiposo mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentaria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham
treinamento resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados sdo média + EPM. ®p <0,001 vs
SHAM, "p <0,001 vs OVX e ©p <0,001 vs SHAM-TR.

4.7.7 Relagéo IL-10/TNF-«

A razdo IL-10/TNF-a que, quando baixa, indica status inflamatorio e doencas
associadas a morbidade, era menor no grupo OVX comparado a todos os outros grupos. O
grupo SHAM-TR tinha a maior razdo IL-10/TNF-a, comparado a todos os outros. Mas o

grupo OVX-TR tinha a razdo IL-10/TNF-o maior do que os grupos SHAM e OV X.
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Figura 28. Comparagéo das relagdes IL-10/ TNF-a entre os grupos SHAM, OV X, SHAM-TR e OVX-TR no tecido adiposo
mesentérico (n=6 por grupo). SHAM = sham sedentéria, OVX = ovariectomizada sedentaria, SHAM-TR = sham treinamento
resistido e OVX-TR = ovariectomizadas treinamento resistido. Os dados s&o média + EPM. *p <0,001 vs SHAM, bbp <0,001
vs OVX e “p <0,001 vs SHAM-TR.
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5 DISCUSSAO

N&o hé duvidas de que a TRH é um método efetivo para reduzir os sintomas da
pOs-menopausa, porém os riscos de efeitos colaterais, principalmente o de desenvolver alguns
tipos de cancer, provocou um grande declinio na prescricdo e uso desta terapia (Cummings et
al., 2009; Narod, 2011). Esse declinio levanta a necessidade de encontrar alternativas ndo
farmacoldgicas para o tratamento dos sintomas da p6s-menopausa (Daley; Stokes-Lampard;
Macarthur, 2009; Leite et al., 2010).

A obesidade na pos-menopausa € caracterizada pelo aumento de massa gorda e
reducdo de massa magra, uma condicdo denominada obesidade sarcopénica, 0 que representa
um grande fator de risco para a mulher (Oliveira et al., 2011). Reconhecendo a condicao de
obesidade sarcopénica na pos menopausa tanto em mulheres (Oliveira et al., 2011) quanto em
roedores (Vieira Potter et al., 2012) e considerando os maiores beneficios do exercicio
resistido sobre a massa muscular esquelética, sem entrar aqui nas questdes de osteoporose,
consideramos importante 0 modelo de exercicio resistido. Por isso adotamos um modelo de
exercicio resistido para investigar o metabolismo lipidico e a inflamacéo cronica, na falta dos

horménios ovarianos.

O modelo de exercicio resistido em escada ja demonstrou ser eficaz em
aumentar a massa do musculo esquelético (Prestes et al., 2011) assim como em reduzir tanto
0s depositos de gordura quanto o acumulo de gordura ectépica (Leite et al., 2009), além de
reverter os efeitos deletérios da ovariectomia sobre 0 0sso (Shiguemoto et al., 2012) de ratas

ovariectomizadas.

Este modelo de exercicio se preocupa com 0s principios do treinamento
(Tubino, 1984). Promove a manutencdo do nimero de séries (4-9) e a continuidade do
exercicio (3 vezes por semana, durante 10 semanas). Além disso, utiliza de sobrecarga
individual e crescente, que é reajustada a cada treino de acordo com as possibilidades
individuais provenientes das adaptacGes moleculares e fisiologicas que ocorrem a cada sesséo
de treino, preservando dessa forma a individualidade bioldgica. Além disso, o descanso de 2
minutos entre as séries proporciona tempo suficiente para a recuperacdo metabdlica entre as
séries (Smith, 2004). Esses cuidados possibilitam atingir os melhores resultados positivos.
Talvez tenham sido estes cuidados ao prescrever o exercicio que maximizem os resultados

positivos. Os mesmos cuidados devem ser observados ao trabalhar com humanos. O protocolo
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de treinamento promoveu um aumento no desempenho, avaliado pela habilidade de carregar
cargas progressivamente mais pesadas (Fig. 15). Ambos os grupos treinados, SHAM-TR e
OVX-TR, evoluiram a carga de carregamento de maneira semelhante.

J& estd bem documentado (Saengsirisuwan et al., 2009; Stubbins et al., 2012b;
Vieira Potter et al., 2012) que a falta dos hormdnios ovarianos resulta em obesidade. Estudos
realizados com machos e fémeas demonstraram que o0 estrogénio protege contra a obesidade.
Roedores machos alimentados com dieta hiperlipidica exibem maior propensdo ao aumento
de gordura e massa corporal do que fémeas. No entanto, a remocdo dos ovarios elimina a
protecdo das fémeas, fazendo que com elas mimetizem a suscetibilidade dos machos em
aumentar a gordura e massa corporal. A suplementacdo com estrogénio reestabelece essa
protecdo (Hong et al., 2009; Stubbins et al., 2012b). Adicionalmente, a delecdo do receptor de
estrogénio em camundongos tanto machos quanto fémeas, aumenta a adiposidade em ambos,

sem aumento da ingestdo alimentar (Heine et al., 2000).

Consistente com trabalhos anteriores, tanto a massa corporal (Corriveau et al.,
2008; Saengsirisuwan et al., 2009) quanto a ingestdo (Cao et al., 2013; Zengin et al., 2013)
aumentaram no grupo OVX. No entanto, o treinamento resistido adotado foi capaz de
prevenir tanto 0 aumento da ingestdo alimentar quanto, parcialmente, da massa corporal. Em
mulheres pds-menopausais, 0 exercicio resistido também reduziu o diametro de adipécitos

subcutaneos, visceral e gluteal (Revisado por Thompson et al., 2012).

O pequeno, se comparado ao aumento que teve o0 grupo OVX, porém
significativo, aumento de massa corporal do grupo OVX-TR comparado ao grupo SHAM,
provavelmente é resultado da demora (delay) em iniciar o treinamento resistido apds a
ovariectomia (3 semanas), pois neste periodo a diferenca entre a massa corporal dos grupos
OVX e SHAM foi grande (tabela 2). Ao contrério, no periodo de treinamento resistido, o
aumento da massa corporal das ratas OVX-TR foi semelhante a das ratas SHAM. Portanto,
estes dados, juntamente com resultados de trabalhos anteriores (Pighon et al., 2010;
Shiguemoto et al., 2012), apontam para a importancia do inicio imediato apds a perda da
atividade ovariana para prevenir a obesidade, tanto em roedores quanto em mulheres pos-

menopausais.

Nossos resultados também confirmam o impacto de baixos niveis de estrogénio
tanto sobre o aumento da area de adipdcitos quanto sobre o redirecionamento dos depésitos de

TA subcutaneos para depoésitos viscerais, pois embora a area dos trés depositos de TA tenha
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aumentado nos animais OVX em comparagdo ao grupo SHAM, o aumento foi maior nos
adipocitos dos TA viscerais (45% no depdsito mesentérico e 48% no parametrial) do que no
deposito subcutaneo (15%) (Fig. 17 a, b e ¢), evento ja demonstrado previamente também em
camundongos (Rogers et al., 2009; Vieira Potter et al., 2012) e seres humanos (Lovejoy et al.,
2008; Davis et al., 2012; Tchernof; Despres, 2013).

N&do existe duvida de que a quantidade de TA abdominal possui forte
correlagdo, e que talvez seja a direcionadora dos riscos para a salde associados com o
sobrepeso ou a obesidade. A obesidade visceral é parte de um fendtipo complexo que inclui
disfuncdo do armazenamento de TA e acumulo ectdpico de TG em varios locais, incluindo o
figado (Tchernof; Despres, 2013). Portanto a menor capacidade de expansdo do TA
subcutdneo e o aumento dos TA viscerais pode ser a causa da lipodistrofia (Tchernof;
Despres, 2013) observada em ratas OV X de um trabalho semelhante a este (Leite et al., 2009).

A obesidade visceral também esta associada a RI (Spritzer; Oppermann, 2013;
Tchernof; Despres, 2013). Apesar das ratas OV X possuirem adipdcitos maiores, as ratas OVX
ndo apresentaram glicose de jejum elevada. Isso talvez porque a RI apareca apenas bem
depois da ovariectomia - em camundongos aproximadamente 26 semanas ap0s a cirurgia -
demora consequente, pelo menos em parte, do tempo necessario para instaurar e modular
processo inflamatdrio no TA visceral, necessario para desencadear a Rl (Vieira Potter et al.,
2012). Nos grupos treinados, a glicemia dos grupos SHAM-TR e OVX-TR era semelhante a
dos seus respectivos grupos sedentarios, mas era menor no grupo SHAM-TR do que no grupo
OVX-TR (tabela 2). Como existe uma relagdo positiva entre tamanho dos adipdcitos viscerais
e Rl (Majka et al., 2010), a menor glicemia do grupo SHAM-TR pode ter sido decorrente do

menor tamanho dos adipocitos viscerais deste grupo comparado ao grupo OVX-TR.

Os resultados de massa corporal e tamanho dos adipécitos sdo alicercados pelo
conceito de eficiéncia alimentar. Quando ocorre um aumento na eficiéncia alimentar, ha um
maior aumento na massa corporal, mesmo com o consumo semelhante de alimento. O grupo
OVX apresentou a maior eficiéncia alimentar entre os grupos (Fig. 16), o que parece ser a
causa do maior aumento tanto de massa corporal (tabela 2) quanto da area dos adipdcitos
deste grupo (Fig. 17), uma vez que camundongos, mesmo Ssem aumentarem a ingestao
alimentar ap0s a ovariectomia, se tornam obesos em compara¢do aos animais nao
ovariectomizados. Portanto, a obesidade desses camundongos OVX é atribuida a maior

eficiéncia alimentar (Rogers et al., 2009; Vieira Potter et al., 2012; Camporez et al., 2013).
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O aumento da eficiéncia alimentar em roedores OV X comparados aos SHAM é
consequéncia do menor gasto energético corporal (mensurado pelo consumo de oxigénio),
que por sua vez é resultado ndo s6 da reducédo da atividade fisica espontanea nas horas escuras
(periodo acordado de roedores), mas também por mecanismos independentes ainda
desconhecidos, nas horas claras (periodo de sono de roedores) (Rogers et al., 2009; Vieira
Potter et al., 2012; Camporez et al., 2013). Estes dados sdo consistentes com os dados de
mulheres pds-menopausais, que também apresentam reducéo do gasto energético diario total e
durante o sono (Lovejoy et al., 2008).

NGs encontramos que o treinamento resistido previne 0 aumento da eficiéncia
alimentar nas ratas OVX (fig. 16). A eficiéncia alimentar &, pelo menos parcialmente,
relacionada com o gasto energético que, por sua vez, € positivamente relacionado com a
quantidade de massa magra (Strasser; Arvandi; Siebert, 2012), principal determinante do
gasto energético (Thrush et al., 2013). O exercicio de resisténcia na escada demonstrou ser
eficaz para aumentar a massa muscular esquelética em ratos OVX (Prestes et al., 2011).
Assim, 0 aumento da massa muscular poderia explicar a menor da eficiéncia alimentar do
grupo OVX-TR comparado ao grupo OVX. No entanto, as causas precisam ser melhores
investigadas. A suplementacdo com estrogénio produz o mesmo beneficio (reducdo da
eficiéncia alimentar) em animais OVX (Saengsirisuwan et al., 2009; Pighon et al., 2011),
indicando que treinamento resistido tem um importante efeito semelhante ao estrogénio na

prevencdo da obesidade em animais OVX.

O TA é um importante 6rgdo metabdlico que pode estocar e liberar energia em
resposta as variacbes de demanda energética (Bouwman et al., 2013). Estudos sobre o
metabolismo do TA sugerem que o tamanho dos adipocitos € um fator determinante das
diferencas regionais no metabolismo lipidico (Tchernof; Despres, 2013). Para esclarecer
possiveis mecanismos envolvidos na acdo metabdlica do treinamento fisico sobre o TAV
mesentérico de ratas OVX, analisamos a expressdao de genes-chave que regulam o

metabolismo lipidico.

Na obesidade ocorre aumento da lipdlise do TA (Galic; Oakhill; Steinberg,
2010; Czech et al., 2013), pois adipocitos hipertrofiados, com grandes estoques de TG,
possuem altas taxas lipoliticas (Strasser; Arvandi; Siebert, 2012). Estudo com populacdes de
adipdcitos separados de acordo com seu tamanho mostraram que os adipOcitos grandes

possuem maiores taxas lipoliticas, tanto basal quanto estimulada (Tchernof; Despres, 2013).
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O aumento tanto na expressédo génica de HSL (Fig. 21) quanto na fosforilagéo
dessa proteina (Stubbins et al., 2012b), uma enzima fundamental na lipdlise, em condi¢des de
auséncia dos hormonios ovarianos, sugere o envolvimento dessa enzima na alta atividade
lipolitica do TAV observada tanto em roedores ovariectomizados quanto em mulheres pos-
menopausais, ambos com grandes adipdcitos (Stubbins et al., 2012b), o que resulta em
elevados niveis séricos de TG encontrados tanto em ratas (Leite et al., 2009) quanto em
camundongos (Stubbins et al., 2012b) OVX, o que promove lipotoxidade (acumulo ectopico
de lipideos) (Stein; Imai, 2012).

A HSL é um mediador critico da lip6lise induzida pelo exercicio. Uma sessdo
de treino agudo aumenta a HSL (Ogasawara et al., 2010). Ao contrario, nosso protocolo de
treinamento crénico evitou o aumento induzido pela ovariectomia na expressdo génica de
HSL (Fig. 21). Este mesmo efeito foi observado apos a suplementagdo com estorgénio (D'eon
et al., 2005; Yonezawa et al., 2012). Em ambos os casos, o efeito provavelmente é devido a
grande reducdo do tamanho dos adipdcitos, observados tanto no grupo OVX-TR quanto no

grupo OV X+estrogénio comparados ao grupo OVX.

Como a reducdo da HSL tende a limitar a liberacdo de AG dos adipocitos para
o0 plasma (Du et al., 2011; Iwata et al., 2012), a reducdo na expressdo de HSL pode ter um
importante papel tanto a reducédo da lipotoxidade quanto no melhor perfil lipidico previamente
reportado em ratas OV X que realizaram o treinamento resistido (Leite et al., 2009). A reducao
na liberacdo de AG do TA no repouso é uma adaptacdo ao treinamento que ocorre pra evitar
aumento de AG livres sistémicos (Thompson et al., 2012). Este beneficio do treinamento
também foi demonstrado ocorrer em mulheres entre 30 e 60 anos, que apresentaram reducéo
na expressao génica de HSL, assim como melhora do perfil lipidico no soro, apos 12 semanas

de treinamento aerobio (Cho et al., 2011).

O PPAR-y, um fator de transcricdo chave na adipogénese, é alvo para diversas
drogas de sensibilizacdo a insulina (Vieira et al., 2009). Esta fungdo ¢ atribuida ao PPAR-y
porque ele aumenta o nimero de pequenos e novos adipdcitos e por consequéncia, aumenta a
capacidade de armazenamento de TG no TAB, o que pode impedir tanto a lipotoxidade
quanto a producdo de citocinas pelos adipocitos hipertrofiados (Medina-Gomez; Gray; Vidal-
Puig, 2007). No entanto, as drogas insulino-sensibilizantes ligantes de PPAR-y usadas para
tratar o diabetes, como a thiazolidinedionas, agem estimulando a adipogénese principalmente

do TAS (Tchernof; Despres, 2013). Estimular PPAR-y no TAV jamais seria interessante, ja
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que além de estimular a adipogénese, induz a lipogénese, 0 que provoca a expansdo do TA
(White; Stephens, 2010; Park; Tanaka; Yokozawa, 2013). Portanto, a estimulacdo do PPAR-y
deve ser cautelosa e tecido-dependente, tendo-se em mente as diferencas fisiopatologicas
entre TAV e TAS.

A ovariectomia provocou um aumento expressivo na expressdao de PPAR-y
(429%) (Fig. 18). No entanto, esse aumento ndo evitou o aumento da &rea das células
adiposas (Fig. 17 a, b e c). A explicagdo ndo parece ser tdo complexa, uma vez que a ativagédo
de PPAR-y também ativa a expressao do gene lipogénico SREBP-1c (Czech et al., 2013). De
fato, as ratas do grupo OV X apresentaram alta expressdo SREBP-1c e dos genes downstream
ACC e SCD-1, todos envolvidos na lipogénese, mesmo apds uma noite de jejum (Fig. 19).

Estudos em roedores demonstraram que quando eles sdo submetidos ao jejum,
0 TAV reduz a expressdo de PPAR-y, SREBP-1c e ACC e a realimentagéo reestabelece a
expressdo normal desses genes (Morgan et al., 2008; Palou et al., 2010). J& roedores obesos
por dieta hiperlipidica, ap0s permanecerem a noite em jejum, apresentaram uma persistente
expressdo alta dos fatores lipogénicos PPAR-y, SREBP-1c e ACC quando comparados com
os roedores alimentados com dieta normal (Morgan et al., 2008). Camundongos ob/ob
(deficientes em leptina) também apresentaram uma persistente lipogénese de novo no TAV
durante o jejum (Turner et al., 2007). De forma semelhante, humanos diabéticos tipo Il
apresentam aumento da lipolise basal e na expressdo de PPAR-y e outros fatores lipogénicos
no TAV mesentérico (Yang et al., 2008). Estes dados mostram que a desregulacdo
metabolismo lipidico no TAV pode ter uma funcdo critica nas patologias associadas ao
acumulo de TA visceral, como sindrome metabdlica, RI, diabetes melittus tipo Il e também na

falta dos hormonios ovarianos.

Da mesma forma que a suplementacdo com estrogénio reduz expressao de
SREBP-1c ACC e SCD-1 em ratas OVX (D'eon et al., 2005), o treinamento resistido impediu
0 aumento promovido pela ovariectomia na expressdo de SREBP-1c e SCD-1, assim como de
PPAR-y. Considerando a funcéo lipogénica de PPAR-y, podemos observar que tanto a alta
expressdo desses genes lipogénicos (PPAR-y, SREBP-1c, ACC e SCD-1) nas ratas OVX
guanto a menor expressdo nas ratas OVX-TR sdo condizentes com os resultados de massa
corporal e area de adipdcitos. Pelo nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho a avaliar

estes efeitos do treinamento resistido em ratas OV X.
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Apesar de conter relativamente baixa massa mitocondrial em relacdo a sua
dimensdo global, o adipécito do TAB pode tanto para oxidar AG e carboidratos através do
ciclo do acido carboxilico (TCA) e da cadeia respiratoria, quanto armazenar estes
combustiveis sob a forma de triglicerideos (TG), até que as necessidades energéticas do corpo
enviem sinais para a sua liberagcdo (Kusminski; Scherer, 2012).

No TAB, uma maior disponibilidade de glicose resulta em maior formacao de
Malonil-CoA através da carboxilacdo da acetil-CoA, pela acdo da enzima ACC (Sampath e
Ntambi 2006). A Malonil-CoA inibe a CPT-1, que é a enzima responsavel por promover a
entrada dos AG na mitocondria para serem oxidados (Zang, Wang et al. 2005), para evitar
ciclos futeis de acidos graxos recém-sintetizados dentro da mitocondria (Bouwman, Wang et
al. 2013). Podemos especular que a menor expressao de CPT-1 nas ratas OV X seja resultado
do balanco energético positivo (evidenciado pelo aumento de massa corporal dessas ratas) o
que gera grande quantidade de malonil-CoA (alta expressdo de ACC), que inibi a CPT-1 (Fig.
20).

Por outro lado, quando existe pouca disponibilidade de glicose, o aumento dos
TG intracelulares pode ser utilizado para a B-oxidacdo mitocondrial, também nos adipocitos, o
que aumenta a utilizacdo de AG pelos adipocitos (Bouwman et al., 2013). Portanto, o déficit
energético proporcionado pelo treinamento resistido (evidenciado pela reducdo da massa
corporal), somado a menor formacao de Malonil-CoA (menor expressdo de ACC) justificam o

aumento de expressao de CPT-1 nas ratas OVX-TR.

Estes dados sugerem que, apds o treinamento resistido, a f-oxidacdo de AG no
TAV mesentérico das ratas OVX aumentou, indicando que estas ratas podem tanto estarem
catabolizando os TG que estavam estocados, ou apenas realizando o ciclo fatil, que pode
ocorrer no TAB para aumentar gasto energético em situacoes de reducdo de massa corporal
(Bouwman et al., 2013; Flachs et al., 2013). O aumento da p-oxidacdo no TAB pode indicar a

presenca de células adiposas bege (Spiegelman, 2013).

As alteracdes encontradas na expressao dos genes relacionados ao metabolismo
lipidico sdo consistentes com o fenotipo das ratas apds a ovariectomia e/ou treinamento

resistido.

Diferentemente das respostas sobre o metabolismo lipidico, o resultado da
retirada do horménio estrogénio sobre a resposta inflamatoria do TAV ¢é relativamente bem
conhecida (Rogers et al., 2009; Stubbins et al., 2012b; Vieira Potter et al., 2012). No entanto,
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os resultados do treinamento resistido em relagdo ao status inflamatério do TAV ainda néo
estdo bem esclarecidos. Por isso, com o objetivo de contribuir para uma melhor compreenséo
dos efeitos do treinamento resistido sobre a resposta inflamatéria do TAV na auséncia desse
hormdnio, assim como sua relacdo com o metabolismo lipidico, quantificamos a expressdo

génica de varios marcadores inflamatérios no TA mesentérico.

Os dados até aqui demonstraram que concomitantemente com acumulo
excessivo de gordura nas ratas OVX esta instaurada a desregulacdo do metabolismo lipidico
no TAV mesentérico. O acumulo excessivo de gordura pode resultar em um maior
direcionamento de gordura para o figado (Palou et al., 2010), como foi demonstrado por
Moraes et al. (2012). Além disso, adipdcitos hipertrofiados, principalmente os viscerais,
produzem citocinas (Medina-Gomez; Gray; Vidal-Puig, 2007) que aumentam a infiltracdo de
células imunoldgicas pro-inflamatérias no TA, gerando um baixo nivel de inflamacéo crénica
(Sell; Habich; Eckel, 2012) tanto local quanto sistémica (Hagita et al., 2011; Hellmann et al.,
2011).

Atualmente é bem aceito que a inflamacdo cronica inicia-se pela expanséo dos
compartimentos de TA (Vandenbroucke et al., 2002). Contudo, simplesmente reverter o
aumento de massa parece ndo ser suficiente para reverter o status inflamatorio inicialmente
desencadeado com o0 aumento de massa corporal. Recentemente foi demonstrado por Vieira et
al. (2012) que na auséncia de estrogénio, a reducdo de massa corporal e de TA ndo é
suficiente para suspender o status inflamatério responsavel por desencadear resisténcia a

insulina em camundongos OV X (Vieira Potter et al., 2012).

Além disso, mulheres po6s-menopausais obesas que emagreceram apos
receberem dieta hipocal6rica reduziram a area total e abdominal proporcionalmente a reducéo
obtida no grupo que, adicionalmente a dieta, realizou exercicio aerdbio. No entanto, somente
0 grupo que realizou a dieta juntamente com exercicio conseguiu melhorar o status
inflamatério crénico (You et al., 2004). Os dados indicam que somente a reducdo de massa

corporal ndo € suficiente para eliminar o quadro de inflamacéo crénica na falta do estrogénio.

Considerando que o exercicio possui um efeito profilatico sobre as patogéneses
desencadeadas pela inflamacdo cronica (Walsh et al., 2011) analisamos a expressao de
diversos genes relacionados a inflamacdo para verificar se com e/ou adicionalmente a

regulacdo do perfil metabdlico proporcionado pelo treinamento nas ratas OVX, também
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ocorre a regulacdo do status inflamatorio, sem a necessidade de uma intervencéo calorica.

Pelo nosso conhecimento, essas respostas ndo haviam sido verificadas anteriormente.

Na auséncia do estrogénio, a inflamacdo cronica do TAV, assim como a
infiltracdo de células T, predispbe resisténcia a acdo da insulina sistémica (Rogers et al., 2009;
Stubbins et al., 2012b; Vieira Potter et al., 2012). J& se sabe que essa inflamacao € revertida
em roedores OV X que realizam a suplementagdo com estrogénio (D'eon et al., 2005; Stubbins
et al., 2012b; Yonezawa et al., 2012). O treinamento aerébio também ja demonstrou ser
efetivo em reduzir a inflamacdo cronica tanto de ratos com obesidade induzida por dieta
hiperlipidica, (Kawanishi et al., 2010) como em ratos caquéticos (Lira et al., 2012).

O exercicio aerébio demonstrou inibir a inflamagdo do TAV tanto por suprimir
a infiltracdo de macrofagos, quanto através de uma troca de fenotipo de macrofagos M1 para
M2, em camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica (Kawanishi et al.,
2010). No entanto, pelo nosso conhecimento ainda ndo foi verificado se o treinamento

resistido € capaz de modular a inflamag@o do TAV na auséncia do estrogénio.

Os dados deste estudo demonstram que 12 semanas sem 0S hormdnios
ovarianos, concomitantemente com o aumento da adiposidade, esta presente um processo
inflamatério no TAV mesentérico, demonstrado pelo aumento do principal quimioatraente de
monodcitos MCP-1 (Fig. 22b) (Lumeng; Bodzin; Saltiel, 2007), acimulo de macréfagos
(F4/80 e CD11b — Figs. 23 a e b), aumento de células Thl ativadas (IFN-y — Fig. 24), além do
aumento de mediadores po-inflamatérios (TNF-a, IL-1p ¢ IL-6 — Figs. 25 a, b e ¢) no TAV

mesentérico

A expressdo desses genes pro-inflamatorios estdo relacionados com a RI. A
super expressdo de MCP-1 no TA resulta em resisténcia a insulina (Kamei et al., 2006; Kanda
et al., 2006). Por outro lado, a delecdo do TNF-a resulta em rapida normalizacdo da Rl e de
marcadores de inflamacéo, tanto locais quanto sistémicos (Uysal et al., 1997). J4 o aumento
de expressdo de TNF-a promove inibicdo da captacdo de glicose estimulada pela insulina
(Lumeng; Bodzin; Saltiel, 2007) e macrofagos organizados em volta dos adipécitos (crow like
strutures) (Rogers et al., 2009; Vieira Potter et al., 2012), o que denota a morte por necrose
destas células (Cinti et al., 2005).

O gene IFN-y € expresso por células Thl ativadas e o seu produto ativa

macrofagos pro-inflamatérios M1 (Thompson et al., 2012; Vieira Potter et al., 2012). A
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ativacdo de macrofagos M1 induz a liberacdo de IL-6, IL-1B e TNF-a e é essencial para a
promocé&o de inflamacdo (Sell; Habich; Eckel, 2012).

Os macrofagos M2 ativados alternativamente sdo divididos em trés subgrupos,
devido a diferencas no seu método de ativacdo. Estes diferentes subgrupos estdo envolvidos
na cicatrizacdo de feridas ou na imunorregulacdo. Os macr6fagos M2a produzem poliaminas,
um componente da matriz extracelular. Sua principal funcdo parece ser a cicatrizagdo. Estes

macréfagos secretam arginase e também IL-10 em pequena quantidade (Harford et al., 2011).

A ovariectomia aumentou a expressao de arginase-1 (Fig. 26). Estes resultados
coincidem com os de Vieira et al. (2012) porém diferem com os de Rogers et al. (2009), que
mostrou reducdo na expressao de Arg-1 nos camundongos OV X. Curiosamente, nos roedores
do estudo de Vieira et al. (2012), de mesma idade e tempo sem estrogénio, onde a Arg-1
estava presente ndo havia RI, mas quando ocorreu reducdo na sua expresséo, o quadro de RI
se instaurou. A delecdo de Arg-1 ndo altera o numero de macréfagos M2, mas aumenta a
inflamacéo no TAV (Campbell et al., 2013).

A ativacdo de PPAR-y, via administracdo de rosiglitazone, uma droga
antidiabética, induz a ativacdo de macrofagos M2a (Lefevre et al., 2010). Portanto, a
expressdo de PPAR-y nas ratas OV X provavelmente esta sustentando a alta expressdo de Arg-
1. Estes dados parecem indicar um papel protetor da Arg-1 contra a Rl em um ambiente

inflamado.

A ovariectomia reduziu a expressao de IL-10 (Fig. 27). A producdo em grande
quantidade de IL-10 ocorre por macréfagos M2b, que através dessa citocina anti-inflamatoria
blogueiam a inflamacdo. A IL-10 induz a terceira classe de macréfagos M2, os M2c, que
estdo envolvidos no remodelamento tecidual (Harford et al., 2011). A super expressdo de IL-
10 melhora a sensibilidade a insulina (Fujisaka et al., 2009), por proteger os adipocitos contra
os efeitos deletérios do TNF-a (Lumeng; Bodzin; Saltiel, 2007).

Por isso a razdo IL-10/TNF-a é adotada como indicador de uma condigdo
inflamatoria e doencas associadas a mortalidade (Kaur et al., 2006; Leonidou et al., 2007; Lira
et al., 2009; Donatto et al., 2013). O TNF-a é uma das principais citocinas relacionadas a Rl
(Kowalski et al., 2011). Portanto, considera-se que o aumento de TNF-a pode ser tolerado,
desde que também ocorra um aumento na IL-10. A ovariectomia reduziu a razdo I1L-10/TNF-a
(Fig. 28).
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Sabe-se que o0 exercicio possui um efeito profilatico sobre a patogénese
desencadeada pela inflamacéo cronica. Seu efeito parece ser em parte, resultado da reducdo da
gordura visceral promovida pelo exercicio regular e/ou uma inducdo de citocinas anti-
inflamatorias ap6s cada sessdo de exercicio (Walsh et al., 2011). Os resultados deste trabalho
demostraram um potente efeito anti-inflamatério que 12 semanas de treinamento resistido
exercem sobre 0 TAV mesentérico das ratas OVX. O treinamento impediu completamente o
aumento sobre o acumulo (F4/80 e CD11b) de macréfagos M1 no TAV mesentérico. Além
disso, entre 0s grupos ovariectomizadas, o treinado reduziu células Thl ativadas (<IFN-y), o
que certamente contribuiu para impedir 0 aumento induzido pela ovariectomia da inducéo dos

mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-1B e IL-6) nestes grupos ovariectomizados treinados.

Além de reduzir genes relacionados com a inflamacéo crénica, certamente o
beneficio mais expressivo do treinamento foi o grande aumento observado na expresséo de
IL-10, o que também culminou no grande aumento da razdo IL-10/TNF-a. Contudo, 0 TR

reduziu também a expressdo de arg-1 nas ratas OVX.

A arg-1 possui funcbes diferentes na presenca ou ndo de INOS, a qual é
produzido por macréfagos M1. Estas duas enzimas competem pelo mesmo substrato, a
arginina. A arginase converte a arginina em ornitina e uréia, metabolitos que promovem
reparo tecidual. Por outro lado, a INOS converte a arginina em citrulina e 6xido nitrico (NO),
metabolitos que podem aumentar a lesdo do tecido (Lumeng; Bodzin; Saltiel, 2007). Por isso
a arginase-1 provavelmente ndo possui um papel importante em um meio ndo inflamado, o

que pode justificar sua reducdo nas ratas OV X treinadas.

Dados com humanos que relacionam os beneficios proporcionados pelo
exercicio sobre a expressao de citocinas pré-inflamatdrias sdo escassos e controversos, sendo
que alguns estudos demonstraram reducdo e outros, nenhuma mudanca. Essas divergéncias
podem ser, segundo 0s autores da revisao (Thompson et al., 2012), por vérias possibilidades
como: variacdes sazonais, analise exclusiva sobre RNAmM e o tempo da coleta das amostras.
Podemos acrescentar que o fato das amostras serem coletadas do TAS. Ainda, os estudos que
ndo apresentarem alteracbes foram realizados com pessoas saudaveis, o que pode refletir
auséncia de inflamacdo nestas pessoas, mesmo nas ndo treinadas. Estudo realizado com
homens e mulheres obesas encontrou reducdo da condic¢do inflamatdria (Thompson et al.,
2012).
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Em resumo, os resultados deste trabalho ilustrados na figura 29, demonstram
que na auséncia dos hormonios ovarianos ocorre a hipertrofia da &rea dos adipocitos viscerais
e subcutdneo e aumento de adiposidade, depositada preferencialmente em locais viscerais.
Além da hipertrofia dos adipdcitos, ocorre desregulacdo do metabolismo lipidico mesentérico
e 0 meio apresenta-se inflamado. O treinamento resistido provou ser capaz de evitar tanto a
hipertrofia dos adipécitos quanto a desregulacdo do metabolismo lipidico e instauracdo de
processo inflamatério, com adicional beneficio de elevar a expressdo do gene anti-
inflamatorio 1L-10, o que demonstra uma condicdo extremamente favoravel proporcionada
pelo treinamento resistido na auséncia dos hormodnios ovarianos. As ratas ndo
ovariectomizadas também tiverem o beneficio de induzir a expressdo de IL-10 com o
treinamento, favorecendo ainda mais o meio em direcdo a um ambiente protegido da

inflamacéo.

Algumas limitacOes deste trabalho podem ser enderecadas ao uso da técnica de
expressdo génica. Apesar de ser um método relativamente bem aceito, talvez algumas das
alteracdes observadas a nivel génico ndo estejam ou ativas ou em amplitude suficiente para
exercer sua funcéo fisiologica. No entanto, a precisdo e exatiddo deste método permanecem
inquestionaveis. Adicionalmente, seria interessante futuramente acessar as alteracées por um
periodo mais longo, pois como demonstrado recentemente por Viera et al. (2012), as

mudancas sdo tempo dependente.
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Figura 29. Fungéo protetora do treinamento resistido sobre o tecido adiposo visceral mesentérico de ratas ovariectomizadas.
(a) Nas ratas OVX, a area dos adipdcitos aumenta, ocorre a infiltragdo e ativacdo de macréfagos M1 de células T helper 1 e
(b) a expresséo dos genes lipogénicos permanece alta, mesmo no jejum. O aumento na expressdo de ACC indica formagao
de Malonil Coa em grande quantidade, o que inibi a CPT-1. O aumento na expressdo de PPAR-y provavelmente esta
estimulando a expressao de arginase 1 nestas ratas OV X, 0 que parece ser um mecanismo protetor que retarda o surgimento
da Rl em roedores OVX. (c) O treinamento resistido normaliza todos estes pardmetros. Reduz a inflamac&o e adicional mente
aumenta a expressdo da citocina anti-inflamatéria IL-10. d) Inibi a elevada expressdo dos genes lipogénicos no jejum. A
reducéo de ACC resulta em menor formagdo de Malonil Coa, que para de inibir a CPT-1 e aumenta nas ratas OV X treinadas,
indicando maior B-oxidag&o mitocondrial.

Coletivamente, os resultados deste trabalho refletem um potente efeito
profilatico do treinamento resistido na falta dos hormdnios ovarianos, tanto fisioldgicos -
massa corporal, ingestdo e eficiéncia alimentar e area dos adipdcitos, quanto moleculares -
normalizacdo do metabolismo lipidico e da inflamacdo crénica do TAV. Além disso, ndo
devemos ignorar o fato que o exercicio regular possui inimeros outros beneficios ndo
observados com o TRH, como manutencdo da massa muscular e ¢ssea, melhora da funcéo
cardiaca, entre outros. Todos estes beneficios certamente resultardo em uma melhor qualidade
de vida na poOs-menopausa. Portanto, podemos sugerir que este pode ser um vantajoso

tratamento de baixo custo no periodo p6s-menopausal, se adequadamente prescrito.
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APENDICE A - TENTATIVAS DE WESTERN BLOTTING

Foram feitas incansaveis tentativas de quantificar niveis proteicos de TNF-a
utilizando a técnica de western blotting. O primeiro obstaculo foi remover toda a gordura da
amostra. Caso contrario, a amostra ndo corria direito no gel de SDS.

Apds conseguir boas corridas no gel de SDS comecaram as tentativas de
Western Blotting. No entanto o grande problema foi a altura das bandas.

O TNF-a solavel na membrana tem 26 kDa de massa molecular. Quando é
secretado, é clivado e fica com 17 KDa. Em sua forma ativa € um trimero de 52 KDa.

O fabricante do anticorpo monoclonal AB1793 garantia que a banda aparece
proxima de 17 KDa, inclusive no tecido adiposo. Porém, entramos em contato com diversos
pesquisadores pelo mundo. Tentamos todas as sugestdes, no entanto, ndo conseguimos esta
banda no tecido adiposo, problema também relatado por uma pesquisadora que respondeu aos
meus e-mails. Em outros tecidos ela conseguia. Um professor da Unicamp (Wagner José
Favaro, obrigada pelas orientacGes) que trabalha com o anticorpo desta proteina, me disse que
a banda adequada para trabalhar é a de 26 kDa e que a de 17kDa eles nunca haviam

conseguido. E a de 52 ndo mostrava resultados previstos.

A banda de 26 kDa a gente conseguia somente quando aumentavamos muito a
concentracdo do anticorpo ou no primeiro uso apés a diluicdo de 1:100, o que gerava muito

background, como pode ser visto na figura 30.

Tentamos remover esse background aumentando a concentracdo de NaCl e/ou
de Tween na solucdo de lavagem. O tween sozinho ndo produzia resultado e o NaCl removia
0 background, mas as bandas de 26 kDa também. Mudar a concentracdo do blogqueio ou o

tempo de incubacdo néo alterava o resultado.

A empresa, que acompanhou o caso desde o inicio, nunca conseguiu garantir
que a banda que estava aparecendo era a do TNF-a e por fim, mesmo ap6s 6 meses da

compra, a, desfez por acreditar que o anticorpo ndo funcionaria para minhas amostras.
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Figura 30. (a) e (b) sdo géis com as mesmas amostras, corrido e bloqueados da mesma forma. Porém (a) foi incubado com
uma diluicdo nova 1:100 do anticorpo e (b) foi 0 segundo uso do anticorpo na mesma dilui¢do. (c) Teste de concentragdo de
proteina. Observe que quanto maior a concentragdo, mais bandas perto de 26 KDa e menor a intensidade préximo a 55 KDa..
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