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RESUMO

A menopausa esta associada ao risco aumentado de varias alteragdes metabolicas. Além
disso, promove perda acelerada de massa e forca muscular, em um processo de
sarcopenia, gerando um papel deletério no desempenho de funcBes fisicas. Nesse
sentido, o treinamento resistido, como intervencdo ndo farmacoldgica, vem sendo
recomendado para o tratamento de varias doencas associadas a menopausa bem como a
sarcopenia. O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos do treinamento resistido em
escada sobre a &rea de sec¢do transversa e porcentagem dos tipos de fibras do musculo
plantar de ratas intactas ou ovariectomizadas, e/ou submetidas a reposicdo hormonal.
Foram utilizadas 77 ratas Holztman divididas em 7 grupos: Sham operado sedentario
(Sham-Sed); Sham operado treinado (Sham-Tr); Ovariectomizado sedentario (Ovx-
Sed); Ovariectomizado treinado e com terapia de reposi¢cdo hormonal (Ovx-Tr-TRH);
Ovariectomizado sedentario com terapia de reposicdo hormonal (Ovx-TRH);
Ovariectomizado treinado (Ovx-Tr); e Ovariectomizado com reposicdo placebo (Ovx-
TRH-PI). Um periodo de 12 semanas de treinamento resistido foi realizado, durante o
qual os animais subiram uma escada vertical de 1,1 m com pesos atados na cauda. As
sessOes foram realizadas a cada 72 horas, com 4-9 subidas. Foi possivel observar que a
Ovx promoveu uma reducdo da area de seccdo transversa das fibras tipo I e tipo Il em
relacdo ao grupo Sham-Sed, enquanto que o TR na condicdo de Ovx (grupo Ovx-TR)
foi capaz de aumentar a area de seccdo transversa dos dois tipos de fibras (p<0,05).
Além disso, a TRH adotada ndo preveniu a reducdo da area de seccdo transversa das
fibras tipo I, mas atenuou a reducdo da area de seccdo transversa das fibras tipo I. A
Ovx, a TRH e o Tr ndo promoveram alteracdes com relacdo ao numero absoluto dos
tipos de fibras encontradas no masculo plantar e ndo ocorreu nenhuma correlacéo
relevante na porcentagem dos tipos de fibras musculares. Nossos achados indicaram que
o Tr pode ser uma ferramenta importante na prevencao da reducdo da massa do musculo

esquelético induzida pela Ovx.

Palavras chaves: Treinamento resistido. Area de seccdo transversa. Tipos de fibras.

Ovariectomia.



ABSTRACT

Menopause is highly associated with the increase of several metabolic disorders. In
addition menopause promotes accelerated loss of muscle strength and mass, process
known as sarcopenia, generating a deleterious role in the performance of physical
functions. In this sense, resistance training has been recommended for the treatment of
numerous diseases associated with menopause, as well as sarcopenia, as a non-
pharmacological intervention. The aim of this study was to investigate the effects of the
resistance training using the vertical ladder as a model on the muscle cross-sectional
area and the percentage of muscle fiber types in the plantaris muscle of intact or
ovariectomized rats and/or under hormone reposition therapy. Holztman adult female
rats were distributed in 7 groups: Sham operated sedentary (Sham-Sed), Sham operated
resistance trained (Sham-Tr), Ovariectomized sedentary (Ovx-Sed), Ovariectomized
resistance trained and hormone reposition (Ovx-Tr-TRH), Ovariectomized sedentary
and hormone reposition (Ovx-TRH), Ovariectomized resistance trained (Ovx-Tr),
Ovariectomized and placebo reposition (Ovx-TRH-PI). During a 12-week resistance
training the animals climbed the vertical ladder of 1.1m with weights attached to their
tails. Each session was carried out every 72 hours with 4-9 climbs. The ovariectomy
promoted a reduction in cross-sectional area of the type I and Il fiber when compared to
Sham-Sed group, whereas the resistance training in the ovariectomy (Ovx-Tr group)
was able to increase the cross-sectional area of the two fiber types (p<0.05). Moreover,
TRH did not prevent the reduction of cross-sectional area of the type Il fiber however it
attenuated the reduction in cross-sectional area of type | fiber. The ovariectomy,
hormone reposition and resistance training had no effect into promote alterations in the
absolute number of muscle fiber types of the plantaris muscle and there was no
correlation in the percentage of fiber muscle types. Our results indicate that resistance
training can be a useful tool to prevent skeletal muscle mass reduction induced by

ovariectomy.

Key Words: Resistance training. Cross-sectional area. Fiber types. Ovariectomy.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Organograma dos grupos eXPerimentalisS. .........ccoeeerererereeeeieenienese e 25
Figura 2 - Rata com o aparelho de carga fixado a calda na escada de treinamento. ...... 27
Figura 3 - Organizagéo da carga de carregamento por sessao de treino..........cccceeveenene 29
Figura 4 - Coloragdo histoenzimoldgica do masculo plantar (figura 4.A: mATPase pH
4.1 e figura4.B: MATPASE PH 9.4). ..o 31
Figura 5 - Evolucdo da massa corporal dos grupos no periodo experimental. * p < 0,05
quando comparado Ovx-Sed com Ovx-TRH e Ovx-Tr-TRH. # p < 0,05 quando
comparado Ovx-Tr com Sham-Sed, Ovx-TRH e Ovx-Tr-TRH. $ p < 0,05 quando
comparado Ovx-Sed e Ovx-Tr com Sham-Sed, Sham-Tr, Ovx-TRH e Ovx-Tr-TRH. @
p < 0,05 quando comparado Ovx-TRH-PI com Shan-Sed. & p < 0,05 quando
comparado Ovx-Sed, Ovx-Tr e Ovx-TRH-PI com Sham-Sed, Sham-Tr, Ovx-TRH e
Ovx-Tr-TRH. ** p < 0,05 quando comparado Ovx-TRH-PI com Shan-Sed e Ovx-TRH.
L TSP U PP PPR PR 33
Figura 6 - Capacidade maxima de carregamento. Valores apresentados em média e DP.
n=11 por grupo. * p<0,001 quando comparado com o respectivo grupo na semana 1. #
p<0,001 quando comparado com o respectivo grupo na semana 4. $ p<0,001 quando
comparado com 0 respectivo grupo Na SEMaNA 8. .........ccvevevreeriieiieieesieeiesee e 35
Figura 7 - Capacidade maxima de carregamento relativa a massa corporal. Capacidade
méaxima de carregamento (CMC); Massa corporal (MC). Valores apresentados em
média e DP. n = 11 por grupo. * p < 0,05 quando comparado com 0s respectivos grupos
POS-EIEINAMENTO. .....viiieieiecie ettt ettt e e st et e et e s be e be e e e saaesreeneesrsesteennens 36
Figura 8 - Porcentagem de fibra tipo I, tipo Il e intermediarias no masculo plantar em

diferentes grupos analisados. Valores apresentados em média e DP. n=5 por grupo. # p



< 0,05 quando comparado com a fibra Tipo Il do grupo Sham-Tr. * p < 0,05 quando

comparado com a fibra Tipo | do grupo OVX-TRH........ccoiiiiiii e 39



10

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Massa dos tecidos coletados apds o sacrificio dos animais; relagdes da massa
plantar pela massa corporal e da massa plantar pelo comprimento da tibia................... 34
Tabela 2 - Namero absoluto dos tipos de fibras encontradas no musculo plantar ......... 38
Tabela 3 - Area de seccdo transversa (um?) das fibras tipo | e tipo Il do musculo plantar

NoS diferentes grupos EStUAATOS .........cveiiiiiiriiieiieeee s 38



11

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATPase — Adenosina Trifosfatase Miofibrilar

CMC - Capacidade Méaxima de Carregamento

CSA — Area de Seccdo Transversa

DCF - Departamento de Ciéncias Fisiologicas

MC — Massa Corporal

Ovx — Ovariectomia

Ovx-Sed — Ovariectomizado Sedentario

Ovx-Tr — Ovariectomizado Treinado

Ovx-TRH — Ovariectomizado Sedentario com Terapia de Reposi¢do Hormonal
Ovx-TRH-PI — Ovariectomizado com Reposi¢do Placebo

Ovx-Tr-TRH - Ovariectomizado Treinado e com Terapia de Reposicao

Hormonal

Sham-Sed — Sham Operado Sedentario
Sham-Tr — Sham Operado Treinado
TR — Treinamento Resistido

TRH — Terapia de Reposicdao Hormonal

UFSCar — Universidade Federal de Sdo Carlos



Eal S

5.

6.

7.
8.

12

SUMARIO
INTRODUGAOQ ....oveeee et 14
OBUIETIVO .ttt sttt ne st e 20
HIPOTESES.......ouiiiiiireiieieciieseies s 22
MATERIAIS E METODOS .....ovoveeeeee oo eeeetee et eee e ee e ee e es e enese e 24
4.1.  ApProvacao N0 COMILE U BLICA........cerrerieiieieerie e 24
4.2.  Animais e condigOes eXPerimentaiS..........ccccvvererieeiieeresie e e e e e see e 24
4.2.1.  Grupos eXPerimMentaiS..........cecviiueieerieiieseeriesieseereseeseesresseesseeeesseeseas 24
4.3. Procedimentos Cirurgicos da Ovariectomia e da operacdo Sham. ................... 25
4.4.  Terapia de reposi¢do hormonal (TRH) ... 26
4.5, Treinamento reSISTIAO ....c.oiveiieieiie e 27
45.1. Aparatos de treiNAMENTO.........cueieieierieie e 27
45.2.  Familiarizago a0 Treinamento .........ccccovverirereninieeiee e 28
45.3. Determinagdo da Carga de Carregamento ..........ccccueveeeereerierenenesennnnens 28
45.4.  Sess0es de TreiNamMeNt0.......cccccveieieerieiieieeie e sieee e see e sree e e e sreenees 28
4.6. Controle da ingestdo alimentar e da massa corporal............ccccoceveiiniicinnnnnn 29
4.7. Eutanasia dos animais e retirada dos teCidOS .........ccoeverereiieieiniiereesiee 30
4.8.  Processamento HistoenzimolOgiCO ..........ccoeiriiiieiiineiese e 30
4.9, ANAliSe MOMOMELIICA ........ecveiiieccceceeee e 31
4.10.  ANALISE EStAtiStICA ....ccveiveveieeiececeeiee e 31
RESULTADOS ..ottt sttt sne s 33
5.1. Evolucéo da massa corporal e massa dos teCidoS ..........ccevvvervrierveresiennennnns 33
5.2.  Cargas de CarregamentO.........cocorereririerinieieseesie sttt 35
5.3, Morfologia MUSCUIA..........ccoiiiiiiii e 36
DISCUSSAD......ciiiriiiiiie sttt 41
6.1. Evolucdo da massa corporal e massa dos teCid0oS ..........ccevvvervrierveresienneinns 41
6.2. Cargas de Carregamento e morfologia muscular...........cccccceocvvieiiveneiiennennns 42
[O0] 0] 11 To PSSR 46

Referéncias BiblIOgrafiCas ..........ccccoeiiiiiiiiic e 48



13

INTRODUCAO



14

1. INTRODUCAO

Seguindo uma tendéncia mundial, no Brasil o crescimento da populacdo idosa
vem ocorrendo de forma bastante acelerada. Projecdes indicam que em 2020 o Brasil
sera o sexto pais do mundo com maior populagdo de idosos, com um ndmero superior a
30 milhdes de pessoas (VERAS, 2009).

O numero de mulheres com interrupcdo definitiva dos ciclos menstruais, a
menopausa, também aumentou com o aumento da expectativa de vida. Este crescimento
se iniciou a partir da segunda metade do século XX, devido aos avangos tecnolégicos na
area da saude associado ao desenvolvimento de estudos especificos para a questdo do
envelhecimento feminino (IBGE, 2013).

A menopausa estd associada ao aumento do risco de vérias alterages
metabdlicas deletérias que podem comprometer a qualidade de vida, sendo esta uma
questdo de salde publica. Cerca de 40% das mulheres neste periodo procuram
assisténcia médica para tratamento dos sintomas (NEDROW et al., 2006; LEITE et al.,
2010). Estudos apontam diversas alteracdes em mulheres menopausadas, como aumento
da prevaléncia da sindrome metabolica (ALEXANDER; CLEARFIELD, 2006),
aumento do risco de doenca arterial coronariana, reducdo da massa mineral Ossea
(osteopenia), alteracGes na composicao corporal e do perfil lipidico, maior deposicao de
gordura, aumento de marcadores inflamatérios (LEITE et al., 2009; PRESTES et al.,
2009). Além disso, ocorre também o declinio da funcdo mitocondrial e da capacidade de
producdo de ATP pela fosforilagdo oxidativa no cérebro (NAVARRO et al., 2008;
MARTON et al., 2010) e aumento do risco de diabetes tipo 2 (TOMINAGA et al.,
2011). Ha tambem estudos correlacionando a menopausa com uma reducdo da massa
muscular esquelética, denominada sarcopenia, associada a uma reducdo de forga

muscular (MESSIER et al., 2011).
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De forma geral, o declinio médio de massa muscular é de 0,4 a 0,8 kg por
década, a partir dos 20 anos de idade. No entanto, esta diminuicdo nao € linear e ndo
ocorre na mesma velocidade durante o envelhecimento. Na verdade, tem sido proposto
que, em mulheres na menopausa, ocorra uma perda acelerada de massa e for¢ca muscular
podendo as quais podem gerar um papel deletério no desempenho de fungdes fisicas,
tais como levantar de uma cadeira, andar rapidamente, subir escadas e na recuperagédo
apo6s uma perda de equilibrio (MALTAIS; DESROCHES; DIONNE, 2009).

A diminuicdo da massa muscular ap6s a menopausa tem uma correlagdo com a
perda de unidades motoras especificas as quais podem ser diferenciadas de acordo com
0 tipo de fibra muscular presente. Unidades motoras lentas sdo compostas
principalmente por fibras do tipo I, enquanto unidades motoras rapidas sdo constituidas
principalmente por fibras do tipo Il (LANG et al., 2010).

A diminuigdo da massa muscular, com o envelhecimento, é resultado da perda
de ambas as unidades motoras (lentas e répidas), sendo que essa reducdo é mais
acelerada nas unidades motoras rapidas. Além disso, parece haver uma atrofia das fibras
do tipo Il (LEXEL et al., 1995). As fibras musculares das unidades motoras perdidas
podem ser recrutadas e convertidas para o tipo das unidades motoras remanescentes.
Assim, ha uma conversdo, de modo geral, de fibras do tipo Il em fibras do tipo I.
Clinicamente, a perda de unidades motoras rapidas e, consequentemente, de fibras do
tipo Il, resulta em diminuicdo de forca e energia muscular que é necessaria para 0s
movimentos fisicos (LANG et al., 2010). Outro aspecto morfolégico importante é a
infiltracdo de lipideos nesse tecido, seja por um aumento do nimero de adipdcitos
(SHEFER et al., 2006; SHEFER; YABLONKA-REUVENI, 2007) ou por um aumento
na deposicdo de lipideos nas fibras musculares (DUBE; GOODPASTER, 2006;

KRAEGEN; COONEY, 2008).
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Com relacdo as mulheres na menopausa, outros fatores podem contribuir para
esse quadro de perda de massa muscular, sarcopenia, tais como: diminui¢des nos niveis
dos homonios sexuais, estrogénio, estrona e dehidroepiandrosterona, ou do horménio de
crescimento, do fator de crescimento semelhante a insulina-1 e da insulina (IANNUZZI-
SUCICH et al., 2002).

Diante destes dados, é notoria a importancia da pesquisa cientifica voltada a
intervengdes farmacologicas e nao farmacoldgicas, que contribuam eficazmente para a
salde desses importantes segmentos populacionais (idosos e mulheres em menopausa)
0S quais encontram-se, como dito anteriormente, em crescimento no Brasil.

Como exemplo da intervencdo farmacoldgica no tratamento de mulheres na
menopausa, destaca-se a suplementacdo de estrogénio ou a terapia de reposicao
hormonal (TRH), a qual vem sendo considerada potencialmente estratégica na
atenuacdo da perda da forca e massa muscular, embora a literatura traga algumas
opinides contraditorias (MESSIER et al., 2011).

Outro aspecto importante é que existem alguns trabalhos correlacionando a TRH
com o aumento na incidéncia de alguns tipos de canceres (mama e Utero), fato que deve
ser considerado, uma vez que o mesmo aumenta mortalidade e morbidade dessas
pessoas. (STEFANICK et al., 2006; OLSON;BANDERA; ORLOW, 2007; ZHANG et
al., 2007).

Assim, dentro deste contexto, a ado¢do de métodos ndo farmacoldgicos assume
grande importancia a fim de se evitar tal situacdo. Estudos sugerem estratégias para se
evitar a obesidade, com dietas mais equilibradas, e a sua associacdo com a pratica
regular de exercicios fisicos podem contribuir significantemente para a saude dessa
populacdo, sem aumentar o risco de desenvolvimento de canceres (MATTAR et al.,

2008). Nesse sentido, o treinamento resistido (TR), como interven¢do né&o
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farmacoldgica, vem sendo recomendado para o tratamento de varias doencas associadas
a menopausa como a osteopenia, diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e
principalmente a sarcopenia (LEITE et al., 2010).

Apesar do exposto, a literatura traz relativamente poucas informacdes quanto a
diversos fatores que podem interferir na qualidade do treinamento resistido. A
intensidade, duragdo e o tipo de exercicio praticado influenciam de maneira direta o
fornecimento energético celular e promove adaptacdes teciduais especificas (WELLS;
SELVADURAI; TEIN, 2009; WILMORE; COSTILL; KENNEY, 2010). Uma
caracteristica do musculo esquelético é a capacidade de alterar seu perfil fenotipico em
resposta a estimulos especificos. No TR, por exemplo, essas alteracdes geralmente
contribuem para um aumento significativo na forca e tamanho do musculo (CAMPOS
et al., 2002), sendo um dos principais fatores determinantes para a manutencao da massa
muscular e reducdo do acumulo de gordura intramuscular no envelhecimento
(MALTAIS; DESROCHES; DIONNE, 2009).

Diversas técnicas vém sendo desenvolvidas com intuito de se compreender 0s
mecanismos fisiolégicos envolvidos nos efeitos deletérios associados ao periodo pos-
menopausa e de se estabelecer estratégias para prevenir e reverter essas alteragoes.

A ovariectomia (Ovx) em animais de experimentacdo € uma técnica que foi
desenvolvida como uma forma de mimetizagdo experimental da menopausa,
possibilitando o desenvolvimento de estudos que permitem aprofundar o0s
conhecimentos sobre os efeitos da redugdo dos hormdénios ovarianos em diversos
tecidos (KALU et al., 1993; PRESTES et al., 2009; PIGHON et al., 2011).

Por outro lado, Hornberger e Farrar (2004) desenvolveram um aparato que

possibilita de maneira simples e eficiente, o treinamento resistido em ratos, de forma a
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viabilizar estudos mais invasivos e apropriados para analise de eventuais
remodelamentos teciduais que esse treinamento pode induzir.

Dessa forma, o laboratério de Fisiologia do Exercicio da Universidade Federal
de Séo Carlos (UFSCar) vem, ja h& alguns anos, associando essas técnicas descritas
acima, com a finalidade de desenvolvimento de estudos mais aprofundados visando um
melhor entendimento dos efeitos desse tipo de treinamento em animais de
experimentacdo com menopausa simulada (LEITE et al., 2009; SHIGUEMOTO et al.,

2012; DOMINGOS et al., 2011).
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2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos do treinamento resistido em
escada sobre a &rea de sec¢do transversa e porcentagem dos diversos tipos de fibras do
masculo plantar de ratas intactas ou ovariectomizadas, e/ou submetidas & reposicdo

hormonal.
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HIPOTESES

As hipoteses do presente estudo séo:

e O treinamento resistido aumenta a &rea de sec¢do transversa muscular.

e O treinamento resistido promove interconversao de fibras musculares.

e A ovariectomia reduz &rea de secgdo transversa muscular.

e A ovariectomia promove interconversao de fibras musculares.

e A reposigdo hormonal reestabelece os padroes musculares normais do animal
ovariectomizado.

e O treinamento resistido reverte/atenua os efeitos musculares da ovariectomia.

e A associacdo do treinamento a reposi¢do hormonal produz efeito somatério no

remodelamento muscular.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aprovacao no comité de ética

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de S&o Carlos Protocolo n® 005/2013 e conduzidos de
acordo com o guia de cuidados e manuseio de animais laboratoriais dos Estados Unidos

da América (National Research Council’s, 1996).

4.2. Animais e condic¢des experimentais

Foram utilizadas 77 ratas Holztman (Rattus norvegicus), 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 (trés
ratas por gaiola) no biotério do Laboratorio de Fisiologia do Exercicio, do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCF), sob condigdes constantes de temperatura
(23 £2°C), umidade e iluminagdo em ciclo invertido (20:00-08:00: claro; 08:00-22:00h:
escuro) com oferta de agua e dieta ad libitum.

Apos a chegada ao biotério do Laboratdrio de Fisiologia do Exercicio - UFSCar
0s animais permaneceram por trés semanas em condi¢do de aclimatacdo ao biotério e ao
ciclo invertido. Apds este periodo, os animais foram distribuidos nos sete grupos

experimentais conforme descrito abaixo.

4.2.1. Grupos experimentais

Os animais foram randomicamente distribuidos em sete grupos experimentais, a

saber:
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1. Sham operado sedentério (Sham-Sed);

2. Sham operado treinado (Sham-Tr);

3. Ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed);

4. Ovariectomizado treinado e com terapia de reposicdo hormonal (Ovx-
Tr-TRH);

5. Ovariectomizado sedentario com terapia de reposi¢cdo hormonal (Ovx-
TRH);

6. Ovariectomizado treinado (Ovx-Tr);

7. Ovariectomizado com reposigéo placebo (Ovx-TRH-PI).

Como demonstrado na figura 1.

Ratas
(n=77)
Ovx
(n =55)
l | | ]
Sham-Sed Sham-Tr Ovx-Sed OVx-TR-TRH Ovx-TRH OVx-TR p|°""‘
acebo
(n=11) (n=11) (n=11) (n=11) (n=11) (n=11) i

Figura 1 - Organograma dos grupos experimentais.

4.3. Procedimentos Cirurgicos da Ovariectomia e da operacdo Sham

Todos os procedimentos anestésicos e cirdrgicos foram realizados pelo médico
veterinario Thiago Francisco de Moraes CRMV — SP 24016.

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados com as ratas sob efeito anestésico
de uma mistura de Ketamina-Xilazina (61,5-7,6 mg/kg respetivamente) injetada

intraperitonealmente. Para a ovariectomia foi realizada uma pequena incisdo bilateral
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(1,0-1,5 cm) através da pele e da camada muscular, entre a Ultima costela e a coxa, em
paralelo com a linha corporal do animal. A cavidade peritoneal foi aberta e realizada
uma ligadura abaixo da fimbria. Os ovarios foram removidos e as incisdes feitas na pele
e musculos suturadas. A cirurgia Sham foi realizada através dos mesmos procedimentos
da ovariectomia, com excec¢do da ligadura abaixo da fimbria e da remocao dos ovaérios,
os quais foram apenas expostos e devolvidos ao local de origem. Apo6s 7 dias de
ovariectomia, foi realizado o implante da cépsula Silastic® nos grupos TRH e placebo
através de uma incisdo de 0,5 cm no dorso das ratas com posterior sutura da pele. A
adaptacdo ao treinamento iniciou-se 3 dias ap6s o implante. Foi utilizado Cloridrato de
Tramadol, 20 mg/kg por via subcutanea para acdo antibidtica a cada 24 horas durante

cinco dias apds os procedimentos cirurgicos.

4.4. Terapia de reposicao hormonal (TRH)

A TRH foi realizada por meio de capsulas Silastic® (Dow Corning, VWR
International, Buffalo Grove, IL, EUA) de 15 mm de comprimento e diametro interno
de 1,02 mm, com uma solug@o de 5% de 17p-Estradiol (50 mg de 17B-Estradiol/mL de
6leo de girassol). O volume da solucdo administrada em cada capsula foi de 10 pL, apds
adicdo, as capsulas foram seladas em ambos os lados com cola Silastic®. As capsulas
foram armazenadas a seco por 24h para secagem da cola. Ap6s a secagem, foram
mantidas em solucéo fisioldgica (Salina 0,9%) por no minimo 2h. O veiculo utilizado

nas capsulas dos grupos com TRH e placebo foi o 6leo de girassol.
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4.5. Treinamento resistido

4.5.1. Aparatos de treinamento

Foi utilizada uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degraus de 2 cm, inclinacao de
80°) com uma gaiola de dimensfes 20 x 20 x 20 cm. Foi utilizado tubo falcon com
chumbada de pesca atado a porcdo proximal a cauda das ratas como carga de

carregamento (Figura 2).

Figura 2 - Rata com o aparelho de carga fixado a calda na escada de treinamento.
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4.5.2. Familiarizacdo ao Treinamento

A familiarizagdo ao treinamento foi realizada por 2 dias consecutivos como
segue. Com o aparato fixado a cauda, as ratas eram colocadas na parte inferior da
escada e familiarizadas com a escalada. Caso necessario, um estimulo com dedos em
movimento de pincar foi aplicado na cauda do animal para iniciar 0 movimento de
escalada. As dimens@es da escada obrigavam os animais a realizarem 8-12 movimentos
por escalada. Atingindo a gaiola no topo da escada as ratas descansavam durante 2
minutos. Este procedimento repetia-se até que os animais escalassem voluntariamente a

escada por trés vezes consecutivas, sem a necessidade de estimulo.

4.5.3. Determinacdo da Carga de Carregamento

Trés dias apds a familiarizacdo, foi realizada a determinagdo da carga maxima de
carregamento onde a primeira escalada consistiu em carregar uma carga de 75% da
massa corporal do animal. Ap6s 2 minutos de recuperacdo, a segunda escalada foi
realizada com a adicdo de um peso de 30g. Este acréscimo de 30 g na carga foi repetido
em cada escalada até uma carga com a qual a rata ndo conseguiu escalar toda a escada
mesmo apos trés estimulos sucessivos na cauda. A maior carga efetivamente carregada

por toda a escada foi considerada a capacidade maxima de carregamento da rata.

45.4. Sessoes de Treinamento

Cada sessdo de treino consistiu em um minimo de quatro, e um maximo de nove

escaladas. As quatro escaladas iniciais consistiam respectivamente a 50%, 75%, 90% e
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100% da capacidade méaxima de carregamento do animal, determinada na sessdo
anterior. Apds a quarta escalada foram realizadas um maximo de cinco escaladas
adicionando-se 30g de carga até que uma nova capacidade méxima de carregamento
fosse determinada (Figura 3). As sessdes de treino foram realizadas a cada 72 horas ndo
havendo dias semanais fixos para treinamento, durante 12 semanas, totalizando 27
sessOes de treino resistido. Esse protocolo de treinamento resistido foi adaptado de

Hornberger e Farrar (2004), mediante as necessidades do presente estudo.

i AN
+30g
+ 30g
+30g
Maximo de
+308 escaladas por
— ‘ sessdo de
treino
100%
90% ) Minimo de
y escaladas por
759 %
- sessdo de
50% treino

Figura 3 - Organizacgéo da carga de carregamento por sessao de treino.

4.6. Controle da ingestdo alimentar e da massa corporal

A ingestdo alimentar (gramas de racdo consumida por gaiola) foi monitorado
diariamente, sempre no mesmo horario do dia. A massa corporal foi verificada sempre
as segundas, quartas e sextas-feiras sempre no mesmo horario. Ambos o0s procedimentos
foram realizados durante todo o periodo experimental. Esses controles foram realizados

para identificar possiveis alteracdes causadas pelas diferentes intervengdes realizadas.
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4.7. Eutanasia dos animais e retirada dos tecidos

Ao término do periodo experimental os animais foram eutanasiados por
decapitacdo, sob efeito de anestésico leve, com igual periodo de intervencdes
experimentais sendo 0s grupos treinados, eutanasiados 48 horas apds a ultima sessao de
treino. Foi retirado um fragmento da porcdo média do ventre muscular de cada musculo
plantar. Os fragmentos foram envolvidos em talco e submetidos ao congelamento em
nitrogénio liquido. A estocagem dos mesmos ocorreu em um freezer a —80°C até o

processamento do material.

4.8. Processamento Histoenzimoldgico

Foram obtidos cortes transversais com espessura de 10 pm da regido média do
musculo plantar. Os cortes foram processados para marcacdo por meio de reacdes
histoenzimologicas para a atividade ATPase miofibrilar (mATPase) apos pré-incubacao
alcalina (mATPase, pH 9,4) ou &acida (pH 4,1 mATPase). A coloracdo padrédo do tipo de
fibra no pH acido 4.1 (tipo Il A branco, Il C negro, Il D cinza e tipo | negro) foi
comparado com o padrdo inverso de coloracdo (fibras do tipo 1l A negro, Il C cinza, 1l

D negro e tipo | branco) marcado no pH alcalino 9.4 (Figura 4).
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Figura 4 - Coloracao histoenzimoldgica do musculo plantar (figura 4.A: mATPase
pH 4.1 e figura 4.B: mATPase pH 9.4).

4.9. Analise Morfométrica

A analise morfométrica foi realizada com auxilio do software Image-Pr6 Plus
cujas imagens foram capturadas a partir do microscépio Nikon Eclipse TS 100 equipado

com uma camera de video digital e software de imagem NIS-Elements BR.

4.10. Analise Estatistica

Foi utilizado o software Statistica® 7.0. Para todos os testes foi adotado um erro
a de 0,05. Todos os dados foram expressos como média + Desvio Padrdo. Foram
realizados testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e de homoscedasticidade de
Tukey para todas as amostras. Para as amostras com distribuicdo normal e
homoscedasticas entre si foi realizado o teste inferencial paramétrico de Analise
Multivariada da Variancia (MANOVA) com post-hoc de Tukey. Para as amostras com
distribuicdo ndo-normal e/ou heteroscedésticas entre si foi realizado o teste inferencial

ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.
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5. RESULTADOS

5.1. Evolucéo da massa corporal e massa dos tecidos

A evolucdo da massa corporal dos grupos no periodo experimental (Figura 5)
demonstra que os grupos Ovx (Ovx-Sed 358,93+33,49, Ovx-Tr 346,19+22,95 e Ovx-
TRH-PI 339,89+14,67) aumentaram o ganho de massa corporal (p<0,05) quando

comparados aos demais grupos que tinham a presenca do horménio 17p-Estradiol.

—4—Sham-Sed
=-Sham-Tr
== Ovx-Sed
_ ==0vx-Tr
N P g == Qvx-TRH-PI
[ £ —
- Ovx-TRH
Ovx-Tr-TRH
12 13 14 15 16 17 20 26
@ O w > 0 [+] o
S8 g oc > 5
g 2 o p 3 =
T @ = L5 3 3
= 8] i) m @
w0 [= o] ™~
o @ TG
© =

Semanas de vida

Figura 5 - Evolucdo da massa corporal dos grupos no periodo experimental.
*p < 0,05 quando comparado Ovx-Sed com Ovx-TRH e Ovx-Tr-TRH. # p < 0,05
quando comparado Ovx-Tr com Sham-Sed, Ovx-TRH e Ovx-Tr-TRH. $ p < 0,05
guando comparado Ovx-Sed e Ovx-Tr com Sham-Sed, Sham-Tr, Ovx-TRH e Ovx-
Tr-TRH. @ p < 0,05 quando comparado Ovx-TRH-PI com Shan-Sed. & p < 0,05
guando comparado Ovx-Sed, Ovx-Tr e Ovx-TRH-PlI com Sham-Sed, Sham-Tr,
Ovx-TRH e Ovx-Tr-TRH. ** p < 0,05 quando comparado Ovx-TRH-PI com Shan-
Sed e Ovx-TRH. n=11.
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Considerando as massas dos tecidos coletados dos animais, foi possivel observar
que a massa do musculo plantar (Tabela 1) dos grupos Ovx-Tr e Ovx-Sed foi superior
(p<0,05) a do grupo Ovx-TRH e a massa do musculo plantar do grupo Ovx-Tr foi maior
(p<0,05) do que a do grupo Sham-Sed. Quando analisamos a massa do musculo plantar
relativa a massa corporal e ao comprimento da tibia dos animais, nenhuma diferencga
significativa foi encontrada entre os grupos.

Com relacdo as massas dos Uteros dos diversos grupos experimentais (Tabela 1),
foi encontrado que a Ovx gerou atrofia desse 6rgdo (p<0,05), enquanto que a TRH

adotada preveniu a atrofia do mesmo (p<0,05).

Tabela 1 - Massa dos tecidos coletados apds o sacrificio dos animais; relacGes da
massa plantar pela massa corporal e da massa plantar pelo comprimento da tibia.

Grupos Sham-Sed Sham-Tr Ovx-Sed Ovx-TRH-PI Ovx-TRH Ovx-Tr Ovx-Tr-TRH
experimentais n=11 n=11 n=11 n=11 n=11 n=11 n=11
Massa do 0,31+0,03 0,3440,01 0,36+0,05 0,35+0,02 0,3+0,03 0,36+0,03 0,33+0,02
musculo
Plantar (g) e a,e
Massa do
musculo
Plantar 1,02+0,08 1,09+0,03 1,0+0,11 1,03+0,09 1+0,07 1,05+0,09 1,06+0,09
(g)/Massa
Corporal (g)
Massa do
musculo
Plantar 0.0759+0.002 0.0855+0.001 0.0873+0.003 0.0852+0.001 0.0790+0.002 0.0862+0.002 0.0842+0.002

(g)/Compriment
o da Tibia (cm)

. 0,80+0,37 0,60+0,12 0,15+0,21 0,09+0,01 0,56+0,12 0,09+0,02 0,60+0,15
Utero (g)

a,b a,b, e d a, b, e c,d, f

Os dados estdo apresentados em média + desvio padrdo. p<0,05 quando comparado ao grupo *Sham-Sed;
®Sham-Tr; “Ovx-Sed; “Ovx-TRH-PI; *Ovx-TRH, 'Ovx-Tr; Ovx-Tr-TRH.
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5.2. Cargas de Carregamento

A capacidade méxima de carregamento (Figura 6) aumentou em média 238% em
todos os grupos treinados da semana 1, em relacdo a semana 12, ndo sendo observada

diferencas significativa entre esses grupos (Sham-Tr, Ovx-Tr e Ovx-TRH-Tr).

— &
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Semana 1 Semana 4 Semana 8 Semana 12
- Sham-Tr |:| OVX-Tr -OVX-TRH-Tr

Figura 6 - Capacidade maxima de carregamento. Valores apresentados em média e DP. n=11 por
grupo. * p<0,001 gquando comparado com 0 respectivo grupo na semana 1. # p<0,001 quando
comparado com o respectivo grupo na semana 4. $ p<0,001 quando comparado com o respectivo
grupo na semana 8.

Ao analisar a Carga Maxima de Carregamento (CMC) relativa a Massa Corporal
(CMC/MC) foi possivel observar um aumento dessa razdo com o treinamento de 12
semanas (p<0,05), se comparada ao periodo pré-treinamento. Porém, ndo houve

diferenca significativa entre os grupos treinados (Figura 7).
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Figura 7 - Capacidade maxima de carregamento relativa a massa corporal. Capacidade
maxima de carregamento (CMC); Massa corporal (MC). Valores apresentados em média
e DP. n =11 por grupo. * p < 0,05 quando comparado com 0s respectivos grupos pos-
treinamento.

5.3. Morfologia muscular

A andlise histoenzimoldgica para mATPase mostrou que nao houve nenhuma
diferenca (p>0,05) no namero absoluto de fibras musculares analisadas entre 0s grupos
experimentais (Tabela 2).

Os resultados mais relevantes do presente trabalho foram em relacéo a area de
seccdo transversa das fibras tipo | e tipo Il do musculo plantar nos diferentes grupos
estudados (Tabela 3). Conforme analisado foi possivel observar que a Ovx promoveu
uma reducdo da area de seccdo transversa das fibras tipo | e tipo Il em relacdo ao grupo

Sham-Sed, enquanto que o TR na condigdo de Ovx (grupo Ovx-Tr) foi capaz de
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aumentar a &rea de sec¢do transversa dos dois tipos de fibras (p<0,05). Além disso, a
TRH adotada ndo preveniu a reducao da area de sec¢do transversa das fibras tipo 11, mas

atenuou a reducdo da &rea de secgdo transversa das fibras tipo I.
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Tabela 2 - Numero absoluto dos tipos de fibras encontradas no musculo plantar.

. . Sham-Sed Sham-Tr Ovx-Sed Ovx-Tr Ovx-TRH-PI  Ovx-TRH  Ovx-Tr-TRH
Grupos experimentais _ _ _ _ _ _ —
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Fibras Tipo | 42.6+£22.1 67.2+13.9 63.4+14.3 55.8+3.4 49.0£17.9 47.4+18.3 47.4+11.1
Fibras Tipo Il 208.0£53.2  221.6£29.1 240.4+7.9 198.8+28.7  223.8+56.1  257.4+60.2 228.6+£53.2
Fibras Intermediarias 1.0£1.2 8.8+5.2 1.2+1.3 6.8+4.0 1.8£2.0 6.0+3.6 7.6+4.5
Os dados estdo apresentados em média + desvio padréo.
Tabela 3 - Area de seccdo transversa (Um?) das fibras tipo | e tipo 11 do musculo plantar nos diferentes grupos estudados.
Grupos Sham-Sed Sham-Tr Ovx-Sed Ovx-Tr Ovx-TRH-P1 Ovx-TRH Ovx-Tr-TRH
experimentais n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=>5
, 1185+483 13224412 10244336 1284+467 1272+484 10944327 14024394
CSATipo I (um )
a a,b a, c c b,d, e a,c,d, e, f
) 1362+542 1204+264 1073+306 1353+399 1155370 1057+320 1211+£292
CSA Tipo II (um )
a a,b b, c a,b,c,d a,b,d, e a,c,d, e f

Os dados estdo apresentados em média + desvio padrdo. CSA, area de seccdo transversa; p<0,05 comparado ao grupo *Sham-Sed; "Sham-Tr; “Ovx-Sed:

dOvx-Tr; *Ovx-TRH-PI; FOvx-TRH; %Ovx-Tr-TRH.
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A Figura 8 apresenta a porcentagem dos tipos de fibras musculares encontradas

no musculo plantar.
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Figura 8 - Porcentagem de fibra tipo I, tipo Il e intermediarias no muasculo plantar
em diferentes grupos analisados. Valores apresentados em média e DP. n=5 por
grupo. # p < 0,05 quando comparado com a fibra Tipo Il do grupo Sham-Tr. * p <
0,05 quando comparado com a fibra Tipo | do grupo Ovx-TRH.

Nesse caso, nenhuma correlacdo relevante foi identificada. Apenas o grupo Ovx-
TRH apresentou uma maior porcentagem de fibras tipo 1l (83,41+1,62) quando
comparado com o grupo Sham-Tr (73,62+1,92) e, por sua vez, o grupo Sham-Tr
apresentou uma maior porcentagem de fibras tipo | (21,77+£1,55) quando comparado

com o grupo Ovx-TRH (15,67+2,56).
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6. DISCUSSAO

6.1. Evolucédo da massa corporal e massa dos tecidos

Alguns estudos relatam que a Ovx promove um ganho adicional de massa
corporal quando comparado a animais intactos (CORRIVEAU et al., 2008; PIGHON et
al., 2009; RODRIGUES et al., 2013) como ocorreu neste trabalho. No estudo realizado
por Latour, Shinoda e Lavoie (2001), o grupo que fez terapia de substituicdo de
estradiol recebeu uma dose quase duas vezes maior que 0s niveis encontrados no grupo
controle, durante o periodo experimental de 8 semanas, obtendo uma redugdo do ganho
normal de massa corporal. No presente estudo, os dados demonstram a eficiéncia da
TRH adotada em evitar o ganho adicional de massa corporal promovido pela
ovariectomia.

Pighon et al. (2009) apresentaram que 18 semanas de ovariectomia foi capaz de
aumentar a massa dos musculos: séleo, plantar, gastrocnémio medial e gastrocnémio
lateral. Moran et al. (2006) demonstraram que 60 dias de Ovx em camundongos fémeas
aumentou a massa do musculo soleo e extensor longo dos dedos, mas ndo alterou a
quantidade de proteina total e contratil. Jackson et al. (2013) e Leite et al. (2009)
apresentaram que a auséncia do hormonio ovariano promoveu um aumento nos
depdsitos de gordura no masculo esquelético. No presente estudo foi observado que a
ovariectomia promoveu um aumento da massa do musculo plantar, mas ndo foi
analisado se esse aumento de massa foi decorrente de um aumento do depdsito de
gordura ou por alteracdo de proteinas contrateis. (MORAN et al., 2006)

Com relagdo as massas dos Uteros dos diversos grupos experimentais, elas
demonstram que a Ovx gerou atrofia desse orgdo (p<0,05), como relatado em alguns

estudos prévios (JACKSON et al., 2013; PIGHON et al., 2009; RODRIGUES et al.,
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2013). No estudo de Latour, Shinoda e Lavoie (2001) o grupo que estava em um estado
de hiperestrogenismo obteve um aumento acentuado da massa uterina quando
comparado aos grupos intactos. No presente trabalho, os animais que receberam TRH
exibiram a massa do 6rgdo semelhante aos animais intactos (treinados ou nao). Esses
dados indicam que a TRH foi eficaz em prevenir a atrofia do 6rgdo uterino. Em outras
palavras, o estradiol, liberado pela capsula Silastic® implantada, manteve os Uteros

anatomicamente semelhantes aos dos animais intactos.

6.2. Cargas de Carregamento e morfologia muscular

Alguns estudos demonstram que animais ovariectomizados tém um prejuizo na
funcdo contratil muscular. Moran et al. (2006) mostraram que a fracdo de ligacdo forte
da miosina durante a contracao foi reduzida em camundongos ovariectomizados. Prestes
et al. (2009) propuseram um mecanismo adicional para a disfuncdo do masculo
esquelético induzida pela Ovx, que envolve uma diminui¢do na atividade da matriz
metalopeptidase-2 (MMP-2), que provavelmente pode comprometer o remodelamento

muscular.

No presente estudo, a Ovx nado resultou em prejuizo na funcdo contratil muscular,
sendo eficaz em aumentar a capacidade méxima de carregamento (uma medida geral da
forca dos animais) na mesma proporcdo que 0s animais intactos e 0s que receberam a
TRH. Estudos como o de Prestes et al. (2009) e Shiguemoto et al. (2012), demonstraram
gue 12 semanas de TR em animais Ovx aumentou a capacidade maxima de

carregamento proporcionalmente aos animais intactos, como ocorrido neste trabalho.

Com relagdo a éarea de seccdo transversa das fibras musculares do musculo

plantar, a Ovx promoveu uma reducdo da area de seccao transversa das fibras tipo I e
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tipo 11, enquanto que o TR na condi¢do de Ovx foi capaz de aumentar a &rea de seccao
transversa dos dois tipos de fibras, confirmando a hipdtese inicial do presente estudo.
Esse € um importante achado, pois esse treinamento pode ser uma ferramenta
importante na prevencdo da reducdo da massa do musculo esquelético induzida pela
Ovx. Similarmente, Prestes et al. (2012) demonstraram que 12 semanas de TR foi capaz
de aumentar a &rea de sec¢do transversa das fibras do musculo s6leo tanto em ratas Ovx

quanto em intactas.

Em contrapartida, a TRH adotada no presente estudo, inesperadamente, ndo foi
eficaz em prevenir a reducdo da area de seccéo transversa das fibras tipo Il do musculo
plantar, apenas atenuou a reducdo da area de seccéo transversa das fibras tipo | e quando
associada ao TR, produziu aumento somente da &rea de seccdo transversa das fibras

tipo I.

Alguns estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito de compreender as
influéncias do estrogénio sobre as propriedades contrateis musculares e, apesar disso,
sdo encontrados diferentes resultados. No estudo de McClung et al. (2006) eles
demonstraram que a remocdo dos ovarios impediu a recuperacdo da area da secao
transversal de fibras do musculo séleo, ap6s atrofia por desuso, durante 2 semanas de
deambulacdo normal na gaiola, enquanto a reposicdo de estrogénio permitiu a
restauracdo do tamanho das fibras musculares apds este periodo. De modo oposto,
Suzuki e Yamamuro (1985) relataram que a tensdo de contracdo isométrica do musculo
extensor longo dos dedos (que contém principalmente fibras de contracdo rapida) foi
menor em ratas que receberam suplementacdo de estrogénio, quando comparado com
ratas Ovx; no entanto, o estrogénio ndo apresentou efeito sobre a tensdo de contracao
isomeétrica no musculo séleo, que contém principalmente fibras de contragdo lenta.

Além disso, Suzuki e Yamamuro (1985) ndo encontraram alteragdes com relacdo ao
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namero total de fibras musculares e porcentagens dos tipos de fibras, nas condi¢fes de

Ovx e suplementacédo de estrogénio em ratas.

No presente trabalho, a Ovx, a TRH e o TR ndo promoveram alteracfes com
relacdo ao numero absoluto dos tipos de fibras encontradas no musculo plantar e, ao
contrdrio do que se esperava, ndo ocorreu nenhuma correlacdo relevante na

porcentagem dos tipos de fibras musculares.
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7. Conclusao

A Ovx reduziu a area de seccdo transversa das fibras tipo | e tipo 1l do musculo
plantar, indicando que a reducdo dos niveis de estrogeno produz efeitos no
remodelamento deste tecido. Em contrapartida, o protocolo de TR de 12 semanas
adotado foi eficaz em evitar o desenvolvimento de tais alteragdes do tecido muscular,
demonstrando que o TR pode ser uma ferramenta importante na prevencdo da redugédo
da massa do musculo esquelético induzida pela Ovx.

Existem poucos estudos na literatura que analisaram as alteracdes da area de
seccdo transversa muscular e tipos de fibras musculares na condi¢cdo de Ovx. Mais raros
ainda sdo os trabalhos correlacionando o TR como ferramenta ndo farmacoldgica a
reposicdo de estrogénio nessa condicdo. Com isso, mais estudos devem ser
desenvolvidos com o intuito de elucidar os possiveis mecanismos pelos quais ocorrem
as alteracdes morfofuncionais na reducdo ou auséncia de estrogeno, assim como 0s

possiveis alvos terapéuticos a sarcopenia nessa condicao.
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