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RESUMO

A reducdo da concentracao de estrdgeno, situacao fisiologica do envelhecimento
feminino, além de alteragdes como aumento do risco de doenca coronariana, perda de massa
muscular e perda de massa Ossea, também estd associada a alteragdes da composicdo de
gordura. Estudos do nosso laboratorio de pesquisa mostram que o TF produz beneficios como
aumento da quantidade de massa magra, controle glicémico e reducdo do conteudo de lipideos
no figado e nos musculos. A Irisina € conhecida por ser um potencial alvo terapéutico em
doencas metabdlicas, incluindo a obesidade, e os seus mecanismos moleculares iniciam através
do exercicio fisico. Objetivo: Investigar os efeitos do TF e da RH nos niveis plasmaticos de
Irisina, expressdo génica e proteica de fatores envolvidos na acdo de Irisina em ratas
ovariectomizadas. Metodologia: 66 ratas Holtzman foram randomicamente distribuidas em
seis grupos experimentais: 1) Sham-Sed; 2) Sham-TF; 3) Ovx-Sed; 4) Ovx-TF; 5) Ovx-Sed-
RH; 6) Ovx-TF-RH. O protocolo TF exigiu dos animais a escalada vertical de 1,1 m com pesos
atados as suas caudas. Cada sesséo consistiu de 4 a 8 escaladas, com intervalo de 2 minutos
entre as escaladas, realizadas uma vez a cada trés dias durante 12 semanas. As andlises de
expressdo de RNAm de PGC1l-a, FNDC5 ¢ UCPI foram realizadas por PCR-RT pelo método
AACt, as analises de expressao proteica de FNDC5 e UCP1 foram realizadas pela técnica de
Western Blotting e as analises de concentracdo de Irisina e 17p-estradiol foram determinadas
por ELISA. Resultados: Os nossos resultados indicam que os grupos Sham, Ovx e RH que
realizaram 12 semanas de TF apresentaram respostas positivas no mecanismo de acao de Irisina,
apresentando maior expresséo de RNAm de PGC-lo no musculo gastrocnémio, maior
expressao proteica de FNDC5, maior concentracdo de Irisina no plasma e maior expressao
proteica de UCP1 na gordura mesentérica. Concluséo: As ratas ovariectomizadas apresentaram
menor concentracdo circulante Irisina, que favorecem o escurecimento do tecido adiposo
branco, porém, o TF por 12 semanas foi uma estratégia de intervencédo eficaz para apresentar
maior concentrag&o circulante de Irisina em ratas intactas e ovariectomizadas. E o TF associado
a RH foi uma estratégia de intervencao eficaz para apresentar maior concentracéo circulante de

Irisina em ovariectomizadas.

Palavras chaves: ovariectomia, reposicdo hormonal, treinamento de forga, irisina.



ABSTRACT

The reduction in estrogen concentration, a physiological situation of the female aging, in
addition to changes such as increased risk of coronary heart disease, loss of muscle mass and
loss of bone mass is also associated with changes in fat composition. Studies from our research
laboratory show that ST produces benefits such as increasing the amount of lean body mass,
glucose control and reduced lipid content in the liver and muscles. Irisin is known to be a
potential therapeutic target in metabolic diseases, including obesity, and its molecular
mechanisms are initiated through exercise. Objective: To investigate the effects of ST and HR
in plasma levels of Irisin, gene and protein expression of factors involved in the action of Irisin
in ovariectomized rats. Methods: 66 rats Holtzman were randomly divided into six groups: 1)
Sham-Sed; 2) Sham-ST; 3) Ovx-Sed; 4) Ovx-ST; 5) Ovx-Sed-RH; 6) Ovx-ST-RH. The ST
protocol required the animals to climb a 1.1 m-long vertical ladder with weights atteched to
their tails. Each session consisted of 4 to 8 climbs with 2 minutes interval between climbing,
performed once every three days for 12 weeks. Analyses of PGC1-o mRNA expression, and
FNDC5 and UCP1 were performed by RT-PCR AACt method, protein expression analysis of
FNDC5 and UCP1 were performed by the Western blotting technique, Irisin and 17p-estradiol
levels were determined by ELISA. Results: Our results show that the Sham, Ovx and HR
groups who underwent 12 weeks of ST had a higher expression of the Irisin action mechanism,
with higher mRNA expression of PGC-1a in the gastrocnemius muscle, increased protein
expression FNDCS5, higher Irisin concentration in the plasma and increased protein expression
of UCP1 in mesenteric fat. Conclusion: Ovariectomized rats had lower circulating
concentration Irisina, which promotes browning of white adipose tissue, however, the ST for
12 weeks was an effective intervention strategy to contain higher circulating concentration of
Irisin in intact and ovariectomized rats. And the TF associated with RH was an effective

intervention strategy to contain higher circulating concentration of Irisin in ovariectomized.

Key words: ovariectomy, hormone replacement therapy, strength training, irisin.
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1  INTRODUCAO

A reducdo da concentragdo de estrogeno, situacéo fisioldgica do envelhecimento
feminino, além das alteracdes tais como aumento do risco de doenga coronariana (SCARABIN-
CARRE et al., 2012; ROUTLEDGE et al., 2015), perda de massa muscular (sarcopenia)
(SIROLA e KROGER, 2011; MAGGIO et al., 2013) perda de massa Gssea (osteoporose)
(RACHNER et al., 2011; SIROLA e KROGER, 2011), também esta associada a altera¢fes da
composicao de gordura (SAHA et al., 2013), sendo uma problematica de grande importancia
para saude publica (AWA et al., 2012; WIETLISBACH et al., 2013), uma vez que a obesidade
esta associada ao risco de doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2 (GREGOR e
HOTAMISLIGIL, 2011) e esteatose hepéatica ndo alcoolica (POLYZOS et al., 2009).

O crescimento da populacdo com sobrepeso e obesa € um fenémeno mundial,
onde as modificacbes ocorrem de forma radical e bastante acelerada. Segundo a Organizacgéo
Mundial de Saude (OMS), em 2014, 39% dos adultos com idade maior de 18 anos estavam com
sobrepeso (IMC > 25 kg / m2) (39% dos homens e 40% das mulheres) e 13% eram obesos
(IMC >30 kg / m2) (11% dos homens e 15% das mulheres).

A obesidade é caracterizada pelo aumento da massa gorda, porém, nem todos 0s
depdsitos de gordura sao iguais. Tradicionalmente, o tecido adiposo é composto por duas
formas distintas, tecido adiposo branco e marrom. O tecido adiposo branco é especializado em
armazenar energia na forma de triglicerol (TRAYHURN, 2013), fornecendo substrato para
outros tecidos, tais como o musculo durante o jejum e os periodos de alta demanda energética.
Ja o tecido adiposo marrom € especializado na producéo de calor, alimentado principalmente
pela oxidacdo de é&cidos graxos, através da presenca de uma especifica "proteina de
desacoplamento”, a UCP1 (UncouplingProtein 1) mitocondrial, importante em promover o
desacoplamento mitocondrial entre a cadeia de transporte de elétrons e a fosforilacdo oxidativa
(FRITAH et al., 2012). A geracdo de calor atraves do tecido adiposo marrom pode ser gerada
por efeitos termorreguladores para permitir a manutencdo da temperatura do corpo (CANNON
e NEDERGAARD, 2004; HARMS e SEALE, 2013; HUH et al., 2014) e peso corporal.

Atualmente, existe uma crescente busca pela compreensdo dos mecanismos
fisiologicos e dos efeitos deletérios associados a reducdo da concentracdo de estrogeno. O
Tratamento de Reposi¢cdo Hormonal (TRH) e o exercicio fisico tém sido recomendados para
reduzir ou minimizar os efeitos deletérios da reducéo da concentracgdo de estrogeno (TAYLOR,
1997; STEINBERG et al., 2003). O TRH é uma estratégia farmacoldgica amplamente utilizada
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(CANDERELLI et al., 2007; ZHANG et al., 2007), porém, estudos mostram que quanto maior
0 tempo de uso do TRH maior a incidéncia de cancer (OLSON et al., 2007; ZHANG et al.,
2007).

Alguns autores enfatizam o exercicio fisico como estratégia ndo farmacologica
para prevenir e reduzir os efeitos deletérios da menopausa (CORRIVEAU et al., 2008). Dentre
as modalidades de exercicio, o Treinamento de Forca (TF) tem sido associado ao aumento da
forca, massa muscular e 6ssea (BARRY e CARSON, 2004), contribuindo ainda mais na
prevencdo e tratamento das alteracbes cardiovasculares e metabolicas ocorridas durante a
menopausa.

Em estudos experimentais com ratos, a menopausa é mimetizada por uma
técnica chamada Ovariectomia (PRESTES et al.,, 2009; DOMINGOS et al., 2012;
SHIGUEMOTO et al., 2012), que produz efeitos como fibrose cardiaca (LEE TM et al., 2014),
perda de massa muscular (sarcopenia) (BUNRATSAMI et al., 2015), perda da densidade 6ssea
(SHIGUEMOTO et al., 2012), aumento da massa corporal e aumento do tecido adiposo
corporal (JUNG et al., 2014), assim como a menopausa. Em ratas ovariectomizadas, um
programa de 12 semanas de TF produz beneficios como aumento da quantidade de massa
magra, da funcéo cardiaca, da sensibilidade a insulina e no controle glicémico (LEITE et al.,
2010), além de reducéo do conteudo de lipideos no figado e nos musculos séleo e tibial anterior
(PRESTES et al., 2009).

O exercicio fisico estimula o masculo esquelético a produzir e liberar miocinas
que possuem funcgdes enddcrinas (PEDERSEN e FEBBRAIO, 2012). Estas miocinas
participam como mensageiras do musculo, figado, tecido adiposo, coracdo, cérebro, e vasos
sanguineos (PEDERSEN, 2012). Dentre estas miocinas esta a irisina, cuja concentragdo
aumenta durante o exercicio fisico, levando a geracédo de calor (BOSTROM et al., 2012). Os
mecanismos moleculares da Irisina sdo iniciados pelo exercicio fisico, que induz o aumento da
expressdao de PGC1l-a (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-Gamma Coactivator 1
alpha) no mdsculo, esse aumento é acompanhado por uma maior expressdo de FNDC5
(Fibronectintype Il Domain-Containingprotein 5). O FNDC5 é clivado, liberando na
circulacdo sanguinea a Irisina, que se liga a um receptor ou receptores (ndo identificado) na
superficie de adipocitos de gordura branca. Essa ligacdo regula positivamente a liberagdo de
UCPL. A regulacéo positiva de UCP1 provoca um desacoplamento da respiracdo mitocondrial,
promovendo a perda de energia na forma de calor (BOSTROM et al., 2012; CASTILLO-
QUAN, 2012; WU et al., 2012). Contudo, a Irisina pode desempenhar um importante papel

protetor nas desordens metabolicas, tais como doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo
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2 e esteatose hepética. Além disso, pela reducdo da obesidade e processos inflamatdrios que a
permeiam, a Irisina pode ter um papel potencial no tratamento da osteoporose e doencas
neurodegenerativas (SANCHIS-GOMAR et al., 2012; DUN et al., 2013). No caso de animais
experimentais confinados em pequenas caixas, 0 exercicio fisico se torna um dos grandes
componentes do gasto energético da atividade fisica.

Tendo em vista que a reducgdo de estrogeno € um grande percursor de doencas
metabolicas, e a Irisina € um potencial alvo terapéutico em doengas metabdlicas, incluindo a
obesidade, é de fundamental importancia o estudo de diferentes estratégias que podem levar a

sua liberacdo podendo minimizar ou até mesmo reverter os efeitos deletérios da ovariectomia.



18

2 HIPOTESE

A hipétese desde trabalho foi que ratas do grupo Ovx apresentariam menor
concentracdo de irisina, porém, o TF por 12 semanas, seria uma estratégia de intervencao eficaz
para apresentar maior concentragéo circulante de irisina em ratas intactas e ovariectomizadas.
A RH também seria uma estratégia eficaz para apresentar maior concentracdo circulante de
irisina, porém, a associacdo do TF com a RH, seriam uma estratégia de intervencdo com maior

eficacia para apresentar maior concentragdo circulante de irisina em ratas ovariectomizadas.

3 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar os efeitos do TF e da RH nos niveis plasmaticos de irisina e a

expressao génica e proteica de fatores envolvidos na sua agdo em ratas ovariectomizadas.

2.2 Especificos

Analisar os efeitos do TF e da RH em ratas ovariectomizadas sobre:
» Niveis plasmaticos de 17 B Estradiol;
> Niveis plasmaticos de irisina;
» Expressdo génica de PGC1la no musculo gastrocnémio;
» Expressao génica de FNDC5 no musculo gastrocnémio;
» Expressdo génica de UCP1 na gordura mesentérica;
» Expressdo proteica do FNDC5 no musculo gastrocnémio;

» Expressao proteica de UCP1 na gordura mesentérica.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais e condigdes experimentais

Foram utilizadas 66 ratas Holtzman, adultas, obtidas do biotério da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus Araraquara. Durante o periodo experimental,
os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (quatro ratas por gaiola) no biotério do
laboratério de Fisiologia do Exercicio do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (DCF) sob
condicdes constantes de temperatura (22 + 2 °C), iluminagdo em ciclo invertido (20h00min-
08h00min claro; 08h00mMin-20h00min escuro) e oferta de agua e dieta ad libitum. Todos os
animais, ap6s chegada ao biotério, permaneceram por trés semanas em condicdo de
aclimatacdo. Apos este periodo, os animais foram distribuidos em seis grupos experimentais.

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Ufscar
(CEUA), protocolo n°. 005/2013. Todos os procedimentos com animais foram conduzidos de
acordo com o Guia para Cuidados e Uso de Animais de Laboratério (National Research
Council, 1996).

3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram randomicamente distribuidos em seis grupos experimentais:
1) Sham operado Sedentério (Sham-Sed); 2) Sham operado Treinamento de Forca (Sham-TF);
3) Ovariectomizado Sedentario (Ovx-Sed); 4) Ovariectomizado Treinamento de For¢a (Ovx-
TF); 5) Ovariectomizado Sedentério Reposicdo Hormonal (Ovx-Sed-RH); 6) Ovariectomizado

Reposicdo Hormonal e Treinamento de Forca (Ovx-TF-RH) (Figura 1).

Grupo
Experimental

n=66

| | 1
Sham-Sed Sham-TF Ovx-Sed Ovx-Sed Ovx-TF Ovx-RH Ovx-TF-RH
n=11 n=11 n=11 n=11 n=11 n=11 n=11

Figura 1. Organograma dos grupos experimentais
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3.2.1 Grupos Sham (Pseudo Ovariectomizado)

Os animais dos grupos Sham (Sham-Sed e Sham-TF) foram submetidos a uma
pseudo ovariectomia, procedimento que mimetiza o procedimento cirdrgico da ovariectomia,

porém, apds exposto, 0 ovério é recolocado intacto ao seu local natural.
3.2.2  Grupos Ovariectomizadas

Os animais dos grupos Ovx (Ovx-Sed e Ovx-TF) foram submetidos a cirurgia

bilateral de remocéo dos ovarios (ovariectomia) como sera descrito adiante.
3.2.3 Grupos Reposi¢ado hormonal

Os animais dos grupos RH (Ovx-RH e Ovx-TF-RH) receberam implantes de
capsulas silastics subcutaneamente com uma solucao de 6leo-17b-estradiol apds uma semana
do procedimento cirdrgico da ovariectomia, e um reimplante de capsulas silastics
subcutaneamente com uma solucdo de 6leo-17b-estradiol foi realizado ap6s sete semanas do
procedimento cirdrgico da ovariectomia.

Os animais treinados (Sham-TF, Ovx-TF e Ovx-TF-RH) realizaram 12 semanas
de Treinamento de Forca. O Treinamento de Forca iniciou a0 mesmo tempo, para cada grupo,
e sera descrito a seguir. Os animais foram sacrificados 48 horas apds a Ultima sessdo do

Treinamento de Forca (Figura 2).

Procedimentos Implante das

cirrgicos (PC) Capsulas Semana e
plante | Semana e
- Sham “OVXCTRH 1-TF daCapsula | 12-TF
- Ovx -Ovx-TRH-TR

Chegada

dos
animais

l

e Il e [l ervoce i seeséo
aclimatacéo do PC e st CACROIS de treino

Figura 2. Desenho Experimental
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3.3 Procedimentos Cirurgicos

As ratas dos grupos Ovx e Sham foram submetidos a operacdo quando
alcancaram 250g de massa corporal, de acordo com a técnica proposta por (KALU, 1991).
Durante todos os procedimentos da ovariectomia as ratas foram mantidas sobre o efeito
anestésico proporcionado pela Ketamina-Xilazina (61,5-7,6 mg/kg, intraperitoneal). A sham
operacao foi realizada através dos mesmos procedimentos do grupo Ovx, porém 0s ovarios nao
foram removidos, e sim apenas expostos e devolvidos ao local de origem. Os animais do grupo
Ovx tiveram seus ovarios removidos. Foi respeitado um periodo de 1 semana de recuperacao
pos-cirurgia para dar inicio aos procedimentos do protocolo de Treinamento de Forca. Todos
0s animais tiveram o mesmo tempo de exposicao para 0s procedimentos cirdrgicos até a data

do sacrificio (92 dias).

3.4 Reposicdo Hormonal (RH)

Os animais do grupo Reposicdo Hormonal (Ovx-Sed-RH e Ovx-TF-RH)
receberam implantes de capsulas silastics subcutaneamente de acordo com a técnica descrita
por STROM et al. (2008). As céapsulas Silastic sdo segmentos de 30mm de tubo de Silastic
(diametro interno/externo 1,02/2,16mm), o veiculo utilizado foi o dleo de girassol placebo e
solucdo com o hormonio (5% - 50mg de 17b-estradiol/mL). Com auxilio da régua mediu-se 1,5
cm da cénula de Silastic e cortou-se os pedacos. Pipetou-se 10uL da solugdo com hormonio em
cada capsula Silastic, selou os dois lados com a cola Silastic, resultando em uma coluna de
6leo-17b-estradiol. As capsulas foram armazenadas 24h para secagem da cola. Apos a secagem,
foram mantidas em solucéo fisiologica (Salina, 0,9%) por 2h. Antes da implantacdo as capsulas
foram cuidadosamente lavadas. A implantacdo da capsula foi feita através de uma inciséo de
0,5 cm no dorso das ratas utilizando uma pinca. Apos a incisao foi realizada a sutura. Segundo
STROM et al. (2008) esta administracdo 17b-estradiol produz niveis séricos fisiologicos de
horménios, significativamente diferente a Ovx. Para o implante das capsulas, as ratas foram

anestesiadas com uma mistura de Ketamina-Xilazina (61,5-7,6 mg/kg, intraperitoneal).

3.5 Treinamento de Forc¢a (TR)
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Inicialmente, as ratas foram familiarizadas ao protocolo de Treinamento de
Forca que exige que os animais escalem uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degrau de 2-cm,
inclinacdo de 80°) com o aparato de carga preso as suas caudas. O tamanho da escada fez com
que os animais realizassem de 8 a 12 movimentos por escalada. O aparato de carga foi preso a
porcdo proximal da cauda com uma fita auto-adesiva. Com o aparato fixado a cauda, as ratas
foram colocadas na parte inferior da escada e familiarizadas com a escalada. Caso necessario,
um estimulo com pinga foi aplicado na cauda do animal para iniciar o movimento de escalada.
No topo da escada as ratas alcancaram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansaram durante
2 minutos. Este procedimento foi repetido até que os animais consigam voluntariamente escalar

a escada, trés vezes consecutivas, sem a necessidade de estimulo (Figura 3).

Figura 3. Modelo Experimental. Dimensdes da Escalada Utilizada.

Trés dias apos a familiarizagéo, a primeira sessao de treinamento consistiu de 4
a 8 escaladas na escada com cargas progressivamente mais pesadas. Para a primeira escalada o
animal deveria carregar uma carga de 75% da sua massa corporal. Apés 2 minutos de
recuperacdo, a segunda escalada foi realizada com a adi¢do de uma carga de 30g. Este acréscimo
de carga (+ 309) foi repetido consecutivamente em cada escalada até uma carga com a qual a
rata ndo conseguisse escalar toda a escada. A falha em escalar foi determinada quando o animal
ndo conseguiu progredir na subida da escada ap6s trés estimulos sucessivos na cauda. A maior
carga carregada por toda a escada foi considerada como a capacidade maxima de carregamento
da rata (Figura 4).
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Figura 4. Capacidade maxima de Carregamento.

-

As sessbes de treinamento foram realizadas uma vez a cada trés dias e
consistiram de quatro escaladas na escada, com 50%, 75%, 90% e 100% da capacidade maxima
de carregamento do animal, determinada na sessao anterior. Durante as escaladas subsequentes
foram adicionados 30g até que uma nova capacidade méaxima de carregamento fosse
determinada. Esta padronizacéo de sessoes de treinamento foi realizada durante 12 semanas de
treino, totalizando 27 sessdes de Treinamento de Forc¢a (Figura 5). O protocolo de Treinamento

de Forca foi adaptado conforme descrito por PRESTES et al. (2009).
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+ 30

+ 30g

+30g

+30g

+30g

100%

90%

Carga Méaxima,
anteriormente estipulada 75%

L 50%

Figura 5. Sessdes de Treinamento de Forca.

3.6 Sacrificio dos animais e retirada dos tecidos

Ao término do periodo experimental os animais foram sacrificados por
decapitacdo. Os grupos do treinamento foram sacrificados 48 horas apds a Ultima sessdo de
treino e os grupos Sham foram sacrificados no mesmo periodo. O musculo gastrocnémio
esquerdo, a gordura mesentérica e o sangue foram retirados e armazenados. Tanto o tecido
muscular quanto as gorduras foram armazenadas primeiramente no nitrogénio e em seguida no
freezer -80°C.

Foram coletados 8ml de sangue, dos quais 4ml foram colocados em um tubo a
vacuo 13x75mm com EDTA k3 e centrifugados (3000rpm por 10 minuto em 4°C). O plasma
obtido (sobrenadante) foi retirado e armazenado a -20°C. O restante do sangue foi colocado em
um tubo falcon (15ml) e centrifugado (3000rpm por 10 minuto em 4°C). O soro obtido

(sobrenadante) foi retirado e armazenado a -20°C.
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3.7 Expressdo Génica (RNAmM)

Para possibilitar a integridade da molécula de RNA, a extracdo do RNA foi
obtida pelo método do isotiocianato de guanidina, em meio &cido com Trizol conforme
recomendagBes do fabricante. O produto comercial utilizado foi o TRIzol® (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA).

3.7.1 Homogeneizagdo da amostra para expressao génica

Para o processo de homogeneizacdo, primeiramente realizaram-se cortes de
aproximadamente 100mg no tecido ainda congelado no gelo e em seguida adicionados em tubo
de ensaio de vidro com TRIzol® (1 mL/100 mg do tecido). A homogeneizacéo foi realizada
com homogeneizador de tecidos (Polytron - Fisher Scientific) (velocidade aproximada: 6 por

60 seg.). O homogenato foi recuperado em micro tubo do tipo eppendorf.

3.7.2 Extragdo do RNA

No homogenato em TRIzol®, acrescentou cloroférmio (200 plL/ImL de
TRIzol®) e em seguida submetido a uma vigorosa agitacdo. A funcdo do cloroférmio é separar
as fases aquosas e lipidicas, pois dissolve lipideos, permitindo a separacdo dos componentes
hidro e lipofilicos. A mistura foi centrifugada (12000 rpm; 4°C; 15 minutos). A fase aquosa,
correspondente a 60% do volume total, foi transferida a outro eppendorf, e em seguida
adicionou-se o isopropanol (500 uL). Apds a adi¢do do Isopropanol, uma incubacgdo de 10
minutos a temperatura ambiente foi realizada e em seguida, os mesmos foram centrifugados
(12000 rpm; 4°C; 10 minutos). O sobrenadante resultante foi desprezado por inversao, e o pellet
formado foi lavado com etanol a 75% e centrifugado (7000 rpm; 4°C; 5 minutos). O
sobrenadante resultante foi desprezado novamente e o pellet foi colocado a temperatura
ambiente para que o processo de secagem acontecesse. Apds secagem, a ressuspensao do RNA

foi feita em agua DEPC (10pL) e mantido em gelo.

3.7.3 Quantificagdo do RNA

Posteriormente ao processo de Extracdo do RNA, a quantificacdo do RNA foi
realizada por espectrofotometria (NanoDrop 2000 - ThermoScientific, Waltham,

Massachusetts, USA), através de 1 pl de cada amostra. Todas as amostras utilizadas tiveram a
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razdo 260nm/280nm acima de 1,8. Essa relacdo 260/280 (>1,8) fornece uma estimativa da
pureza do &cido nucléico (SAMBROOK et al., 1989)

3.7.4 Andlise da integridade do RNA total

Para verificar a integridade das amostras de RNA extraido, realizou-se uma
eletroforese em gel desnaturante de agarose 1,5% (p/v), (1,2 g de agarose; 8,0 ml de tampé&o de
corrida 10x, composto de MOPS 20 mM pH 7.0, acetato de sédio 50 mM e EDTA 5 mM; 65
ml de &gua tratada com DEPC; 6,4 ml de formaldeido), por 40 minutos a 77 V constante,
revelado com brometo de etidio. O gel foi exposto a uma luz ultravioleta em transiluminador
por sistema de fotodocumentagcdo. O RNA estoque foi armazenado a -80°C. A integridade do
RNA foi confirmada pela visualizacdo em luz ultravioleta do padréo de eletroforese das bandas
28S e 18S do RNA ribossomal (Figura 6).

Figura 6. Exemplo de um gel de agarose (1,5%) corado com brometo de etidio indicando a integridade do RNA
total, através da visualizacdo das bandas ribossomais 28S e 18S.

3.7.5 Tratamento com DNAse

Para impossibilitar possiveis contaminacdes do DNA genémico em analises
futuras, as amostras foram tratadas com DNAse | (Kit Invitrogen). Desse modo, para a
realizacdo do tratamento citado, adicionou-se em um eppendorf de 0,5mL: 1 ug de RNA; 1 uL
de tampéo de reacdo de DNAse | (10x); 1 uL de DNAse | 1U/uL e &gua tratada com DEPC

g.s.p. 10 puL. Em seguida, incubou-se a mistura por 15 minutos em temperatura ambiente e
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posteriormente a DNAse foi inativada por meio da adicdo de 1 uL de EDTA (25mM) e
aquecimento por 10 minutos a 65°C.

Para esta reagéo utilizou-se o kit SynthesiscDNA da Bio-Rad. Todos 0s passos
para a confeccdo do acido desoxirribonucleico complementar (cDNA) seguiu as especificacdes
do fabricante conforme a bula. O volume final produzido para cada amostra foi de 20ul. As

amostras foram armazenadas no freezer -80°C.

3.7.6 Reacdo de transcrigéo reversa (RT)

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi obtida a partir de 1 ug de RNA
total extraido. Para a sintese de cDNA utilizou-se o kit SynthesiscDNA da Bio-Rad (Cat. 170-
8891): tampdo (5X) (4 uL), MgCl2 (2,4 uL), dNTP (500 uM) (1 puL) em H20O-DEPC e enzima
transcriptase reversa (1 puL). A mistura citada foi incubada por 5 minutos a 25°C, seguida por
aquecimento a 42°C por 60 minutos e 70°C por 15 minutos. Todos 0s passos para a confeccao
do &cido desoxirribonucleico complementar (cDNA) seguiu as especificacdes do fabricante
conforme a bula. O cDNA obtido foi armazenado a -80°C para futuras realizacao da reacdo de

polimerizacdo em cadeia (PCR) em tempo real.

3.7.7 Contrugdo dos primers

Foram utilizados primers apropriados para cada gene. Para os desenhos dos
primers para PGC-1a, FNDCS, UCP1 e GAPDH utilizou-se os dados da plataforma Pubmed.
O Desidrogenasede gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH) foi usado como um controle enddgeno.

As sequéncias e numero de localiza¢do no Pubmed estdo apontados na Tabela 01.

Tabela 1. Oligonucleotideosprimers usados para PCR-RT.

Gene Forward Primer Reverse primer N. deacesso

PGC-1a. GGCCCGGTACAGTGAGTGTT ATTGCTCCGGCCCTTTCTT NM_031347.1
FNDC5 CTCTTCATGTGGGCAGGTGTC  GCTGGTCTCTGATGCACTCTTG NM_001270981.1
UCP1  GGCATCCAGAGGCAAATCAGC CCAATGAATACCGCCACGCC NM_012682.2
GAPDH GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA NM_017008.3

PGC-1a, PeroxisomeProliferator-Activated Receptor-GammaCoactivator 1 alpha; FNDC5, Fibronectintype 111
Domain-Containingprotein 5; UCP1, Uncoupling Protein 1; GAPDH, Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase.
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3.7.8 PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR)

A expressdo dos genes de interesse foi quantificada por quantitativo RT-PCR,
utilizando o aparelho CFX96touch™ sistema de deteccdo em tempo real e
C1000™ThermalCycler(Bio-Rad Laboratories, Philadelphia, Pennsylvania, USA) e o reagente
SYBR Green (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) como marcador fluorescente. As
reacOes foram realizadas em 15 pL de uma mistura contendo 1 uL do cDNA da amostra, 0,5
uL de cada primer (sense e anti-sense), 55 uL de agua DEPC (4gua tratada com
dietilpirocarbonato, isenta de RNAse) e 7,5 uL do mix SYBR Green PCR Master (dNTP,
tampéo de reacdo, Taq DNA polimerase e SYBER Green I) (Abgene Life Sciences, Epsom, KT,
Inglaterra). Os ciclos consistiram de 95 C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de amplificagao
a 94 <C por 15 segundos; temperatura de anelamento (Tm) 57-61<C por 30 segundos e 72C por
60 segundos. As condicOes de temperatura e concentragdo dos primers para a PCR em tempo
real foram previamente estabelecidas para cada um dos genes de interesse. Os produtos
especificos foram determinados como picos unicos por meio das curvas de MELT (Figura 7 e
8). Os valores de thresholdcycle (Ct) sdo os pontos onde o sinal de fluorescéncia é notado pela
primeira vez com o menor nimero de ciclos durante a fase exponencial da amplificacdo (Figura
9e 10).
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Grafico 7. Exemplo de curva de MELT original representativa dos ciclos do PCR-RT no tecido muscular
(Gastrocnémio). (A) GAPDH, (B) PGC-1a, (C) FNDCS5.
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Grafico 8. Exemplo de curva de MELT original representativa dos ciclos do PCR-RT no tecido adiposo (Gordura
Mesentérica). (A) GAPDH, (B) UCP1.

Amplification Amplification
3500 T
4000 3000 +
P 2500 L
5 2000 -
=l
& I&.
000 e 1500 +
1000 Lo e
1000 Lo
500 +
0t ¢ 1 : ‘ ]
0 10 20 30 40

Gréfico 9. Exemplo de curva de amplificacdo original representativa dos ciclos do PCR-RT no tecido muscular
(Gastrocnémio). (A) GAPDH e (B) PGC-1a.
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Gréfico 10. Exemplo de curva de amplificacdo original representativa dos ciclos do PCR-RT no tecido muscular
(Gastrocnémio). (A) GAPDH e (B) UCP1.

A expressdo relativa de RNAm de cada condicdo foi determinada pelo método
de delta deltaCt (AACt), apds normalizacédo pela GAPDH e calculada a media dos Ct de cada
gene foi realizado, conforme segue abaixo:

e Delta Ct (ACt) = Ct GAPDH - Ct do gene alvo, seguindo:
e (Célculo da média S: Média do ACt, seguindo:
e AACt=ACt—média S
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Os AACt dos grupos Sham-Sed, OVX-Sed, Sham-TF e OVX-TF foram
calculados em relagdo ao Sham-Sed. O valor em unidades arbitréarias (UA) da expressdo dos
genes alvos foi calculado por 224°Y(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Com os valores em UA

foram realizados os testes estatisticos.

3.8  Western Blotting: analise do contetdo protéico

3.8.1 Homogeneizagdo da amostra para Western Blotting

Os seguimentos do musculo gastrocnémio e da gordura mesentérica foram
homogeneizados mecanicamente com Kinematica™ Polytron™ (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) em tamp&o de imunoprecipitacdo contendo inibidores de
proteases (aprotinina 0,01 mg/mL; PMSF 2 mM) e inibidores de fosfatase (ortovanadato de
sodio, 100 mM; pirofosfato de sddio, 10 mM; Fluoreto de sddio, 10 mM), em gelo. Em seguida,
realizou-se a centrifugacdo (2 minutos, 100 rpm; 4°C) com o tubo de ensaio para baixar a

espuma e possibilitar a recuperagdo da amostra para um eppendorf.

3.8.2 Determinacdo da concentracao de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de Smith
(SMITH et al.,, 1985). O método proposto também é conhecido por método do &cido
bicinchoninico (BCA 4,4'-dicarboxi-2,2'- biquinolina) e baseia-se na reacdo de cobre com
proteinas, em meio alcalino, produzindo cobre e formando um complexo com o BCA, que

absorve fortemente na regido de 560 nm.

3.8.3 Tratamento das amostras e separacdo das proteinas por eletroforese

As aliquotas do lisado de células foram ressuspendidas em tamp&o de amostra
Laemmli (1:4) e as proteinas (40ug) fracionadas por SDS-PAGE (12%). As proteinas
fracionadas foram transferidas para membrana de nitrocelulose, utilizando tampédo de
transferéncia (Tris-HCI- 25 mM, glicina - 192 mM e metanol — 20%) e tensdo de 100V. A
transferéncia foi realizada no sistema Umido utilizando. Para avaliagdo da membrana foi
realizada a incubacdo com Ponceau-S (5 minutos). Apds a incubagcdo com Ponceau-S, foram
realizadas 3 lavagens de 5 minutos com PBS-T. (PBS 1x, Tween-20 0,25%).


http://en.wikipedia.org/wiki/Massachusetts
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Em seguida, a membrana quando inseridas ao anticorpo da marca Abcam® foi
bloqueada a temperatura ambiente por 4 horas em tampdo PBS-T contendo leite desnatado
Molico(5%), ja a membrana quando inserida ao anticorpo da marca CellSignaling Technology®

foi bloqueada a temperatura ambiente por 1 hora em tampéo PBS-T contendo albumina (5%).

3.8.4 Incubagdo com anticorpo primario e secundario

As membranas foram incubadas overnight (4°C) com dilui¢cdes adequadas dos
respectivos anticorpos primarios, conforme segue:

o Anti-FNDC5 (#174833- Abcam®)): Foi diluido em 1:1.000, ou seja, 10ul do
anticorpo foi diluido em 9,990ml de tamp&o PBS-T contendo leite desnatado Molico® (5%).

e Anti-UCP1 (#23841- Abcam®)): A concentracdo da diluicdo foi 1:1.000, ou
seja, 10ul do anticorpo foi diluido em 9,990ml de tampdo PBS-T contendo leite desnatado
Molico® (5%).

o Anti-GAPDH (#8245 - Abcam®): A concentracdo da dilui¢do foi 1:10.000, ou
seja, 1ul do anticorpo foi diluido em 9,999ml de tampdo PBS-T contendo leite desnatado
Molico® (5%).

e [B-actin (#4970) (CellSignaling Technology®): A concentracdo da diluicdo foi
1:10.000, ou seja, 1ul do anticorpo foi diluido em 9,999ml de tamp&o PBS-T contendo albumina
(5%).

Apos a incubagdo do anticorpo priméario em overnight, a membrana foi incubada
com anticorpo secundario- anti-RabbitlgG(#A0545) por 2 horas. A concentracdo da diluicdo
do anticorpo secundario foi 1:3.000, ou seja, 3,33ul do anticorpo foi diluido em 9,996,67ml de
tampéo PBS-T (PBS 1x, Tween-20 0,25%) conjugado com peroxidase, em PBS-T. Entre cada
passo da incubacdo com anticorpo primario e secundario, foram realizadas trés lavagens de 5

minutos com PBS-T.

3.8.5 Revelacéo e densitometria das bandas

A ligacdo do anticorpo foi detectada pelo kit de quimiluminescéncia (kit de ECL)
(SuperSignal® West Pico ChemiluminescentSubstrate - PIERCE, IL, EUA), conforme descrito
pelo fabricante. As membranas foram digitalizadas por sistema de fotodocumentagdo (Epson
expressao 1600) e as densitometrias das bandas de proteina determinada por intensidade de

pixel utilizando o software Scion Imagem (Scion Corporation®, MD, EUA). O anti-GAPDH e
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0 anti-B-actina foram utilizados como controle interno do anti-FNDC5 e anti-UCP1,

respectivamente.

3.9 Determinagdo por ELISA da concentragéo de Irisina no plasma

O sangue foi coletado apds a eutanasia dos animais e colocado em um tubo a
vacuo 13x75mm com EDTA k3, o plasma foi separado por meio de centrifugacdo (3000 rpm
por 10 minuto em 4°C). O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C. A extragdo do
peptideo do plasma foi realizado de acordo com as especificacbes do fabricante (Buffer A -
RK-BA-1; Buffer B - RK-BB-1 e 18 SEP-COLUMN - RK-SEPCOL-1). A dosagem da
concentracéo da Irisina foi realizada por ELISA por meio do Kit comercial de acordo com as
especificacOes do fabricante (EK-067-16, Phoenix Pharmaceuticals, Inc). Todas as amostras
foram testadas em duplicada. A quantificacdo foi dada em relacdo a curva padrdo com a
utilizacdo do modelo de regressdo ndo linear de quatro parametros logistica (4PL), comumente

utilizada em ensaios bioldgicos ou imunoensaios, como ELISA.

3.10 Determinagao por ELISA da concentracao de 17p-estradiol no soro

O sangue foi coletado ap6s a eutanasia dos animais e o soro foi separado por
meio de centrifugacdo (3000 rpm por 10 minuto em 4°C). O sobrenadante foi coletado e
armazenado a -20°C. A dosagem do 17p-estradiol foi realizada por ELISA por meio do Kit
comercial de acordo com as especificacdes do fabricante (ADI-900-174, Enzo Life Sciences,
Farmingdale, Nem York, EUA). A sensibilidade do ensaio foi de 10 pg/mL. Todas as amostras
foram testadas em duplicata. A quantificacdo foi dada em relacdo a curva padrdo com a
utilizacdo do modelo de regressdo ndo linear de quatro parametros logistica (4PL). Analise

comumente utilizada em ensaios bioldgicos ou imunoensaios, como ELISA.

3.11 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk). Com
as variaveis apresentando distribuicdo normal, foi aplicado o teste de analise de variancia
ANOVA one-way. Quando as médias dos grupos foram diferentes (p < 005), foi realizada a
analise de post-hoc (Tukey). As analises estatisticas foram feitas usando o programa estatistico
SPSS Statistics 17.0. As apresentacfes dos resultados foram feitas média * erro padrdo da

média.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros Dimensionais

A ingestdo alimentar foi analisada pelos seus valores médios nas semanas 1, 4,
8 e 12 apbs a semana da ovariectomia, onde ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos (Tabela 2).

Em relacdo a massa corporal, o grupo Ovx-Sed, apresentou maior massa corporal
guando comparado ao grupo Sham-Sed (17,44%). Os grupos Ovx-RH e Ovx-TF-RH
apresentaram menor massa corporal quando comparado ao grupo Ovx-Sed (14,60%, 11,93%).
O grupo Ovx-RH também apresentou menor massa corporal quando comparado ao grupo Ovx-
TF (8,69%) (Tabela 2).

Comprovando a eficiéncia da Ovariectomia, 0s grupos Ovx-Sed e Ovx-TF
apresentaram menor massa uterina relativizada pela massa corporal quando comparados aos
grupos Sham-Sed (89,11%) e Sham-TF (84,10%). Os grupos Ovx-RH e Ovx-TF-RH
apresentaram maior massa uterina relativizada pela massa corporal quando comparados aos
grupos Ovx-Sed (573,38% e 659,60%) e Ovx-TF (458,31% e 529,79%), respectivamente.
(Tabela 2).

As andlises do 17 B Estradiol mostraram que os grupos Ovx-Sed e Ovx-TF
apresentaram menor concentragdo de 17  Estradiol quando comparado aos grupos Sham-Sed
(56,21% e 57,01%) e Sham-TF (56,31% e 57,09%), respectivamente. Porém, os grupos Sham-
Sed e Sham-TF apresentaram menor concentragdo de 17 B Estradiol quando comparados aos
grupos Ovx-RH (24,03% e 20,36%) e Ovx-TF-RH (23,80% e 20,14%), respectivamente
(Tabela 2). Em relagéo aos grupos Ovx, os grupos Ovx-RH e Ovx-TF-RH apresentaram maior
concentragdo de 17 B Estradiol quando comparados aos grupos Ovx-Sed (183,37% e 174,98%)
e Ovx-TF (188,59% e 180,05%), respectivamente. Em relacdo aos grupos com RH, o grupo
Ovx-TF-RH apresentou menor concentragdo de 17 B Estradiol quando comparado ao grupo

Ovx-RH (2,96%) (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeitos da Ovariectomia, Treinamento de Forca e Reposi¢cdo Hormonal nos pardmetros dimensionais.

Grupos Sham-Sed Sham-TF Ovx-Sed Ovx-TF Ovx-RH Ovx-TF-
experimentais n=11 n=11 n=11 n=11 n=11 RH n=11
é?ge“ao Alimentar o 814623  86,06+2,60  9142¢537  87.80+414  88,20:279  84,42+2,22
Massa Corporal 358,94+10,10 306,55+9,12 316,12+6,36
(M.C) (g) 305,64+5,61  319,32+3,75 " 346,20+6,92 @s @
Massa Uterina/M.C 30,015 1ggsgqy 0258001 0302002 1692005  190:0,12
e 1491025 1463063 4225:083  41,00061
17 B Estradiol ,91+0, ,63x0, ,25%0, ,00£0,
(pg|/3m|) 34,05:014  34,13:0,12 : : 2520 1000,

Os dados estdo apresentados em média + erro padrdo. Sham: Sham operados; Ovx: Ovariectomizadas; RH: Reposicédo
Hormonal; TF: Treinamento de Forga. p<0,05 comparado ao grupo “Sham-Sed; *Sham-TF; @Ovx-Sed; *OvxTr; #Ovx-
RH.

4.2 Carga Maxima de Carregamento

Durante as 12 semanas de treinamento, os grupos Sham-TF, Ovx-TF e Ovx-TF-
RH apresentaram um aumento da capacidade de carga maxima de carregamento (Figura 11).
No grupo Sham-TF as cargas de trabalho aumentaram apos as semanas 4, 8 e 12 em comparagdo
com a semana 1 (80,96%, 128,80% e 161,19%), e apds as semanas 8 e 12 em comparag¢ao com
a semana 4 (26,44% e 15,15%), respectivamente. No grupo Ovx-TF as cargas de trabalho
aumentaram apds as semanas 4, 8 e 12 em comparagdo com a semana 1 (110,11%, 146% e
182,71%), apds as semanas 8 e 12 em compara¢do com a 4 (17,08% e 34,55%) e ap0s a semana
12 em comparacdo com a semana 8 (14,92%), respectivamente. Em relagdo ao grupo Ovx-TF-
RH as cargas de trabalho aumentaram apds as semanas 4, 8 e 12 em compara¢ao com a semana
1 (98,96%, 144,94% e 177,66%) e apds as semanas 8 e 12 em compara¢do com a semana 4
(23,11% e 39,56%), respectivamente. No entanto, em relacdo a carga maxima de carregamento,
ndo houve diferenca significativa entre os grupos treinados (Sham-TF, Ovx-TF e Ovx-TF-RH)

ao longo do periodo de 12 semanas.
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Gréfico 11. Carga méxima de carregamento nos grupos Sham-TF, Ovx-TF e Ovx-TF-RH. Os dados estdo
apresentados em média + erro padréo. p<0,05 comparado ao grupo “Semana 1; *Semana 4; @Semana 8; *Semana
12.

4.3 Efeito do Treinamento de Forga no mecanismo de acéo da Irisina

Os resultados de expressdo de RNAm de PGC1l-a, FNDC5 e UCP1 foram
relativizados pela expressdéo de RNAmM de GAPDH. A expresséo de RNAm de PGC1-a no
musculo gastrocnemio, sugerida como reguladora chave da expressdo FNDC5, foi menor no
grupo Ovx-Sed quando comparado ao grupo Sham-Sed (28,70%). O grupo Ovx-TF apresentou
menor expressdo de RNAm de PGC1-a quando comparado ao grupo Sham-TF (46,47%). Os
grupos Ovx-TF, Ovx-RH e Ovx-TF-RH apresentaram maior expressao de RNAm de PGC1-a
quando comparados ao grupo Ovx-Sed (148%, 129,08% e 385,07%). O grupo Ovx-TF-RH
apresentou maior expressdo de RNAm de PGC1-a quando comparado aos grupos Ovx-TF
(95,53%) e 0 Ovx-RH (111,75%). Estes resultados séo apresentados na Figura 12.
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Gréfico 12. Expressdo de RNAm de PGC-10/GAPDH no musculo gastrocnémio. p<0,05 comparado ao grupo
*Sham-Sed; *Sham-TF; @Ovx-Sed; *OvxTr, #0vx-RH (n = 6). Sham: Sham operados; Ovx: Ovariectomizadas;
RH: Reposi¢do Hormonal; TF: Treinamento de Forca.

A expressdo de RNAm de FNDCS, por sua vez, foi maior apenas no grupo Ovx-

TF quando comparado ao grupo Ovx-Sed (144,91%) (Figura 13).
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Gréfico 13. Expressdo de RNAm de FNDC5/GAPDH no musculo gastrocnémio. p<0,05 comparado ao grupo
@Qvx-Sed (n = 6). Sham: Sham operados; Ovx: Ovariectomizadas; RH: Reposicdo Hormonal; TF: Treinamento
de Forca.

Alteracdes na expressdo de RNAm de FNDC5 também foram confirmadas
através da concentracdo de proteina. As analises de Western Blotting, mostraram que o grupo
Sham-TF apresentou maior expressao proteica de FNDC5 quando comparado ao Sham-Sed
(97,57%). Os grupos Ovx-TF e o Ovx-TF-RH apresentaram maior expressdo proteica de
FNDC5 quando comparados ao Ovx-Sed (227,97% e 217,60%). O grupo Ovx-RH apresentou
menor expressao proteica de FNDC5 quando comparado ao grupo Ovx-TF (48,44%). Entre 0s
grupos com Reposi¢do Hormonal também houve diferenca estatistica, onde o grupo Ovx-TF-
RH apresentou maior expressdo proteica de FNDC5 quando comparado ao grupo Ovx-RH
(87,81%). A expressdo proteica de FNDCS foi relativizada pela expressao proteica de GAPDH.
Estes dados sdo apresentados na Figura 14.
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Gréfico 14. Expressdo Proteica de FNDC5/GAPDH no musculo gastrocnémio. p<0,05 comparado ao grupo
“Sham-Sed; @Ovx-Sed; *OvxTr; #0vx-RH (n = 4). Sham: Sham operados; Ovx: Ovariectomizadas, RH:
Reposi¢do Hormonal; TF: Treinamento de Forca.

Expressao Proteica - FNDC5/GAPDH

TF-RH

O FNDCS5 é conhecido pela literatura por induzir a expressdo de UCP1 nos
tecidos adiposos brancos através da liberacdo da Irisina. Sendo assim, a expressdao de RNAmM
de UCP1 na gordura mesentérica foi menor no grupo Ovx-Sed quando comparado ao grupo
Sham-Sed (56,64%). Em relagdo ao grupo Ovx-Sed, os grupos Ovx-TF e Ovx-TF-RH
apresentaram maior expressao de RNAm de UCP1 (106,48% e 150,89%) (Figura 15).
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Gréfico 15. Expressdo de RNAmM de UCP1/GAPDH na gordura mesentérica. p<0,05 comparado ao grupo “Sham-
Sed; @Ovx-Sed (n = 6). Sham: Sham operados; Ovx: Ovariectomizadas; RH: Reposicdo Hormonal; TF:
Treinamento de Forca.

Alteracdes na expressdo de RNAm de UCP1 também foram confirmadas através
da concentragdo de proteina. As analises de Western Blotting mostraram que, dentre 0s grupos
Sham, o grupo TR apresentou maior expressao proteica de UCP1 quando comprado ao grupo
Sed (199,72%) e Ovx-TF apresentou menor expressao de UCP1 quando comparado ao grupo
Sham-TF (51,69%). Em relacéo aos grupos Ovx, os grupos TF e o TF-RH, apresentaram maior
expressao proteica de UCP1 quando comparados ao grupo Sed (209,08% e 332,97%). E em
relacdo ao grupo RH, o grupo TF-RH apresentou maior expressdo proteica quando comprado
ao grupo RH (90,38%). A expressao proteica de UCP1 foi relativizada pela expresséo proteica
de B Actina e os valores apresentados na Figura 16.
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Grafico 16. Expressdo Proteica de UCP1/GAPDH na gordura mesentérica. p<0,05 comparado ao grupo “Sham-
Sed; *Sham-TF; @Ovx-Sed; *OvxTr; ¥0vx-RH (n = 4). Sham: Sham operados; Ovx: Ovariectomizadas; RF:
Reposi¢do Hormonal; TF: Treinamento de Forca.

45 Irisina Circulante

Ap6s 12 semanas de TR a concentragdo circulante de Irisina foi analisada no
plasma sob condi¢do de repouso, revelando que o grupo Sham-TF apresentou maior
concentragdo de Irisina quando comparado ao Sham-Sed (100,12%). Em relag&o ao grupo Ovx-
Sed, os grupos Ovx-TF e Ovx-TF-RH apresentaram maior concentracao de Irisina (42,21% e
62,60%), respectivamente. O grupo Ovx-TF-RH apresentou maior concentracdo de Irisina
guando comparado ao grupo Ovx-RH (107,18%). Os valores de irisina circulante sdo
apresentados na Figura 17.
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Graéfico 17. Concentragdo de Irisina (ng/ml) no plasma. p<0,05 comparado ao grupo “Sham-Sed; *Sham-TF;
@0vx-Sed; *Ovx-TF; &Ovx-RH (n = 4). Sham: Sham operados; Ovx: Ovariectomizadas; RH: Reposi¢io
Hormonal; TF: Treinamento de Forca.
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5 DISCUSSAO

Embora esteja bem estabelecido que o exercicio estimula a via da lIrisina, ha
poucas pesquisas com essas respostas no TF. Esse é o primeiro estudo a analisar o efeito do TF
no mecanismo de acdo da Irisina em ratas apos a Ovx e RH. O principal achado do estudo foi
demonstrar que ratas Ovx apresentam menor expressédo do mecanismo de agéo de Irisina (PGC-
1-a/FNDCS5/Irisina/UCP1). Entretanto, os grupos que realizaram o TF por 12 semanas, com ou
sem RH, apresentaram maior expressdo do mecanismo de acdo de Irisina, indicando assim, 0s
potenciais beneficios do TF como uma importante estratégia alternativa para controlar os efeitos
da menopausa.

Em relacdo aos parametros dimensionais, apesar de ndo haver diferenca
significativa na ingestdo alimentar entre os grupos, o grupo Ovx-Sed apresentou maior massa
corporal quando comparado ao Sham-Sed. Estudos mostram que independentemente da
ingestdo alimentar, roedores Ovx apresentam maior massa corporal, o que pode ser explicado
pela diminuicdo da eficiéncia metabdlica (ROGERS et al., 2009; PRASANNARONG et al.,
2012; VIEIRA POTTER et al., 2012; VIEIRA-POTTER et al., 2015). Entretanto, as ratas dos
grupos Ovx-RH e Ovx-TF-RH apresentaram menor massa corporal quando comparadas ao
grupo controle (Ovx-Sed). A literatura evidencia que um decréscimo de estrogénio, devido a
ovariectomia, esta associado ao aumento de massa corporal (STUBBINS et al., 2012; VIEIRA
POTTER et al., 2012), sendo atenuado por reposicdo hormonal (CHEN et al., 2014,
FIGUEROBA et al., 2015). Isso ocorre porque o 17 B Estradiol regula varios aspectos da
homeostase energética por meio de acdes periféricas e mecanismos centrais. As regides mais
importantes do cérebro que medeiam os efeitos do 17 B Estradiol sobre a homeostase enérgica
sdo o hipotalamo e a parte posterior do cérebro (SANTOLLO et al., 2011).

Quanto ao peso uterino, 0s grupos Ovx sem a RH apresentaram menor massa
uterina quando comparadas aos grupos Sham. Essa menor massa uterina ocorre devido a uma
atrofia do endométrio resultante de uma falta de horménios secretados pelos ovarios,
evidenciando novamente a eficiéncia da ovariectomia (KIM et al., 2012; VIEIRA-POTTER et
al., 2015). Essa situacdo foi diferente para as ratas que obtiveram a reposi¢cdo hormonal,
evidenciando que a RH com 17 B Estradiol foi eficiente em produzir uma maior massa uterina,
quando comparada aos grupos Ovx sem a RH (CHEN et al., 2014).

A RH com 17 B Estradiol foi realizada em dois periodos, na primeira semana e
sétima semana apds o procedimento cirdrgico da ovariectomia. A concentracdo do 17

Estradiol foi analisada nos grupos apos o sacrifico. Sendo assim, ela foi maior nos grupos Sham
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(Sham-Sed e Sham-TF) quando comparada aos grupos Ovx (Ovx-Sed e Ovx-TF),
demonstrando novamente a eficiéncia da ovariectomia. Em rela¢éo aos grupos Ovx (Ovx-Sed
e Ovx-TF) a concentracdo de 17 B Estradiol foi menor quando comparada aos grupos RH (Ovx-
RH e OVX-TF-RH). Esses resultados indicam que a capsula silastica produziu concentragéo de
17 B Estradiol suficiente para reverter a concentragdo dos grupos Ovx (Ovx-Sed e Ovx-TF).
Entretanto, nos grupos Sham (Sham-Sed e Sham-TF) a concentracdo de 17 B Estradiol foi
menor quando comparada aos grupos RH (Ovx-RH e Ovx-TF-RH). Ou seja, a concentracao de
17 B Estradiol dos grupos RH (Ovx-RH e Ovx-TF-RH) foram supra fisioldgicas. Segundo
STROM et al. (2008), a utilizacdo de capsulas silasticas, como descrito no presente estudo, é
um método confidvel para a produzir concentracdes fisiologicas de 17 [ Estradiol em ratas
Ovx, entre a segunda e a quarta semana ap0s a administracdo. Desta maneira, nossos resultados
supra fisioldgicos podem ser explicados devido ao reimplante das capsulas silasticas, pois
realizamos o reimplante sem analises anteriores das concentracdes de 17 3 Estradiol e, por isso,
acreditamos que concentragoes 17  Estradiol ainda eram suficientes para produzir seus efeitos,
guando realizamos o reimplante.

O protocolo crescente de TF empregava sobrecargas individuais, sendo
reajustadas a cada dia de treino, de acordo com a capacidade de carregamento, preservando
sempre a individualidade bioldgica dos animais. Ademais, o intervalo utilizado de 2 minutos é
suficiente para proporcionar uma recuperacao metabdlica entre as series (SMITH, 2004). Esse
protocolo de treinamento promoveu uma evolucgdo da carga de carregamento entre as semanas,
porém ndo houve uma diferenca da evolucdo da carga de carregamento entre 0S grupos,
mostrando que as intervencgdes de ovariectomia (RODRIGUES et al., 2013; STOTZER et al.,
2015) e reposicdo hormonal ndo interferem no aumento da forga muscular (Figura 11).

A pbés-menopausa € caracterizada por um excesso relativo do tecido adiposo
associado ao déficit de massa muscular, o que representa um grande risco para a mulher
(WANNAMETHEE e ATKINS, 2015). O TF, por sua vez, fornece amplos beneficios
sistémicos, incluindo um aumento de forca muscular (CONCEICAO et al., 2013;
WEISGARBER et al., 2015) e diminui¢do da glicemia em jejum e melhora na composi¢ao
corporal de mulheres p6s-menopausa (CONCEICAOQ et al., 2013). O modelo de TF em escada
demostra ser eficaz em aumentar a massa muscular esquelética (PRESTES et al., 2012) e
diminuir os depositos de gordura (LEITE et al., 2009) de ratas ovariectomizadas. Sendo assim,
0 musculo esquelético é cada vez mais reconhecido como um 6érgdo enddcrino, podendo

secretar miocinas, como por exemplo a Irisina, que regula processos fisioldgicos e patoldgicos
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relacionados com a obesidade, otimizando o controle de peso corporal e perfil metabdlico (LEE
etal., 2014).

Segundo BOSTROM et al. (2012), durante o treinamento de endurance a Irisina
¢ secretada a partir da clivagem de FNDC5, que € regulado pelo PGC1l-a. Os beneficios
promovidos pela Irisina ocorrem através de um processo de escurecimento dos adipdcitos, e
esse processo é induzido pela UCP1, que promove efeitos positivos como a termogénese em
humanos (HUH et al., 2014), regulando o metabolismo da gordura (HARMS e SEALE, 2013).

Os nossos resultados comprovam que 0s grupos Sham, Ovx e RH que realizaram
12 semanas de TF apresentaram respostas positivas no mecanismo de acdo de Irisina,
apresentando maior expressdio de RNAm de PGC-la no musculo gastrocnémio, maior
expressao proteica de FNDCS5, maior concentracdo de Irisina no plasma e maior expressao
proteica de UCP1 na gordura mesentérica, conforme descrito na literatura em animais intactos
(BOSTROM et al., 2012; SPIEGELMAN, 2013). Esses resultados evidenciam o beneficio do
TF para respostas metabolicas na diminuicdo do estrégeno, pois o grupo Ovx-TF ndo
apresentou niveis significativamente diferentes do grupo Sham-Sed.

Em relagdo aos resultados dos grupos Ovx (Ovx-Sed e Ovx-TF), observamos
que o mecanismo de agdo de Irisina (PGC1-o/FNDC5/Irisina/UCP1) apresentou menor agao
quando comparado aos grupos Sham (Sham-Sed e Sham-TF). Uma vez que o mecanismo de
acao de Irisina ¢ dependente da expressao de PGC1-a no musculo (BOSTROM et al., 2012),
esses resultados podem ser explicados pelo fato da ovariectomia estar associada a perdas
musculares (sarcopenia) (SHIGUEMOTO et al, 2007; PIGHON et al, 2009),
consequentemente a diminuicao das agdes fisiologicas musculares.

O grupo Ovx-RH apresentou maior expressaio de RNAm de PGC1-o quando
comparado ao Ovx-Sed, 0 que pode indicar que 0 17-B-estradiol € relacionado com a expressao
PGC1-0 no musculo esquelético. O presente estudo nos parece ser uns dos primeiros estudos a
relacionar a expressao estrogénio PGC1-a no musculo esquelético. Por outro lado, esta relacéo
ja foi descrita no coragdo (HSIEH et al., 2006). De acordo com WIIK et al. (2003) a presenca
de receptores de estrogénio em fibras musculares sugere que iniUmeros sistemas podem estar
ligados a sua acdo, tais como a manutenc¢éo da forca muscular, fator de protecdo tecidual e agdo
inibidora na geracédo de radicais livres. Entretanto, a expressdao de FNDCS, a concentragdo de
Irisina e a expressao de UCP1 ndo apresentaram diferencas significativas com a intervencao da
RH comparadas com o grupo Ovx-Sed. Porém, quando o TF foi associado com a RH, a
expressdo de FNDCS5, a concentragdo de Irisina e a expressao de UCP1 apresentaram maior

expressao quando comparadas ao grupo Ovx-Sed. Com esses dados, concluimos que a RH
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sozinha ndo substitui o TF, porém, quando ambos sdo associados em ratas Ovx, apresentam
maior niveis do mecanismo de ac¢do de irisina em relagdo ao grupo Sham-Sed.

Os resultados do presente estudo demostram que o TF é eficaz na capacidade do
escurecimento do tecido adiposo branco em ratas Ovx, uma vez que este efeito € mediado pelo
mecanismo de acdo da irisina (PGC1-o/FNDC5/Irisina/UCP1). Um recente estudo mostra que
0 TF progressivo foi eficiente para promover maior concentracao de irisina circulante, tanto em
camundongos (19 meses) quanto em homens (65 anos) idosos, e concomitante houve a melhora
da forca muscular e da funcdo muscular (KIM et al., 2015). Estes resultados corroboram com
a literatura (BOSTROM et al., 2012; CASTILLO-QUAN, 2012; SANCHIS-GOMAR et al.,
2012; HUH et al., 2014).

Apesar desses evidentes beneficios proporcionados pelo TF, o presente estudo
apresenta limitacGes que impedem definir com mais clareza a resposta do mecanismo de agédo
da irisina, uma vez que ndo foram realizadas analises do tecido adiposo marrom, da esteatose
hepéatica e da gordura corporal total. Essas analises nos dariam um suporte maior para
entendermos a verdadeira acdo da irisina.

O presente estudo pode contribuir para a comunidade cientifica na obtencédo de
novas perspectivas para o tratamento da obesidade associada a menopausa. Com base em nossos
resultados, o TF pode ser uma estratégia de intervencao eficaz para aumentar a concentracdo
circulante de Irisina de ratas ovariectomizadas, a qual exerce importante papel na regulacéo no

metabolismo energético envolvendo a gordura como substrato.
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6 CONCLUSOES:

Confimando nossa hipotese, os resultados do presente estudo mostram que as
ratas ovariectomizadas apresentaram menor concentracao circulante irisina, que favorecem o
escurecimento do tecido adiposo branco, porém, o TF por 12 semanas foi uma estratégia de
intervengdo eficaz para apresentar maior concentragéo circulante de Irisina em ratas intactas e
ovariectomizadas. E o TF associado a RH foi uma estratégia de intervencdo eficaz para

apresentar maior concentracao circulante de Irisina em ratas e ovariectomizadas.
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