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RESUMO

A deficiéncia de estrégeno esta associada a esteatose hepatica (EH), por meio de
alteracdo na expressao génica de moléculas relacionadas a oxidacéo de gordura e a
lipogénese. Tanto o treinamento resistido (TR), quanto o treinamento de endurance
(TE) previne a EH em ratas ovariectomizadas (Ovx). No entanto, os eventos
moleculares somente foram investigados em relacdo ao TE e ndo ao TR. Objetivo:
investigar os efeitos da Ovx e do TR sobre a expressdo génica de moléculas
relacionadas tanto a oxidacdo de gordura quanto a lipogénese no figado de ratas.
Métodos: Ratas Sprague-Dawley adultas foram divididas em 4 grupos (n = 6 por
grupo): sham operado sedentario (Sham-Sed), Ovx sedentario (Ovx-Sed), sham
operado TR (Sham-Tr) e Ovx-Tr. O protocolo de TR exigiu dos animais a escalada
de uma escada vertical de 1,1 m com pesos atados as suas caudas. Cada sessao
consistiu de 4-9 escaladas, com intervalo de 2 min entre as escaladas, realizado
com freqiéncia semanal de 3 vezes durante 10 semanas. A analise da expressao
génica foi realizada por PCR-RT pelo método AACt. Resultados: A Ovx diminui
significativamente a expressdo génica das moléculas relacionadas a oxidacdo de
gordura; carnitina palmitoil transferase | 53% e da hidroxiacil-CoA desidrogenase
27%, e aumentou das moléculas relacionadas com a lipogénese; proteina 1c
ligadora do elemento regulado por esterdis 106%, acetil-CoA carboxilase 72% e
estearoil-CoA dessaturase-1 109%, as quais tiveram suas expressdes restauradas
com o TR, com excecdo da ACC. Concluséao: Os resultados presentes sugerem que
o TR pode ter importantes efeitos sobre a prevencdo da EH em animais Ovx,
possivelmente por meio da restauracdo da expressdo génica de moléculas
relacionadas ao metabolismo lipidico hepatico.

Palavras chaves: ovariectomia, treinamento resistido, esteatose hepatica, oxidagcéao
de gordura, lipogénese.



ABSTRACT

Decreased levels of estrogen are associated with hepatic steatosis (HS), through
changes in gene expression of molecules related to fat oxidation and lipogenesis.
Both resistance training (RT) and endurance training (ET) prevents the HS in
ovariectomized (Ovx) rats. However, the molecular events associated with this
process were only investigated for ET but not for RT. Aims: Thus, the aim of this
study was to investigate the effects of Ovx and RT on the gene expression of
molecules related to fat oxidation and lipogenesis in the liver of rats. Methods:
Sprague-Dawley adult female rats were grouped into four groups (n = 6 per group):
sham-operated sedentary (Sham-Sed); Ovx sedentary (Ovx-Sed); sham-Rt and Ovx-
Rt. A 10-week RT period, during which the animals climbed a 1.1-m vertical ladder
with weights attached to their tails, was used. The sessions were performed three
times a week, with 4-9 climbs and 8-12 dynamic movements per climb. Gene
expression was analyzed by RT-PCR by the AACt method. Results: The estrogen
deficiency associated with ovariectomy decreased the gene expression of molecules
related to fat oxidation, carnitine palmitoyltransferase | (53%) and B-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase (27%), and increased of molecules related to lipogenesis, sterol
regulatory element-binding protein-1c (106%), acetyl-CoA carboxilase (ACC) (72%)
and stearoyl CoA desaturase-1 (109%), which had their expression restored to the
RT, with the exception of the ACC. Conclusions: The present results indicate that
the RT may have important effects on the prevention of HS in Ovx animals, possibly
through the restoration in gene expression of molecules related to hepatic lipid
metabolism.

Keywords: ovariectomy, resistance training, hepatic steatosis, fat oxidation,
lipogenesis.
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1. INTRODUCAO

O estrogénio é importante na manutencdo da homeostase lipidica hepatica, e
suas funcbes como regulador do metabolismo lipidico foi destacado por diferentes
modelos experimentais de deficiéncia de estrogeno (Heine et al. 2000; Paquette et
al. 2008). Tanto ratas ovariectomizadas (OVX), quanto nocautes para aromatase e
para o receptor de estrogeno alfa desenvolvem doenca do figado gorduroso nao-
alcoodlico, a qual € caracterizada por um acumulo de triacilglicerol (TAG) nos
hepatocitos (esteatose hepatica) (Lemieux et al. 2005), uma das mais frequentes
causas de anormalidade da funcdo hepética (Angulo 2002; Browning and Horton
2004). Um recente estudo que incluiu mais de 800 mulheres com idade de 40-59
anos confirmou que o estado menopausal é realmente associado com o
desenvolvimento da esteatose hepatica (Volzke et al. 2007). Assim, se torna
importante investigar intervencdes que possam prevenir ou atenuar o acumulo de
lipidios nos hepatécitos, principalmente em condi¢cées de diminuida concentracédo
plasmatica de estrégenos.

Uma intervencdo alternativa ndo farmacoldgica para neutralizar ou minimizar
o acumulo de gordura nos hepatécitos é o exercicio fisico (Leite et al. 2009). Foi
demonstrado que o exercicio fisico previne o acumulo de gordura no figado de ratos,
tanto alimentados com dieta padrdo, quanto alimentados com dieta hiperlipidica
(Gauthier et al. 2003; Gauthier et al. 2004). Especificamente em ratas OVX existem
algumas evidencias de que o treinamento resistido (TR) reduz o acumulo de gordura
nos hepatécitos (Corriveau et al. 2008; Leite et al. 2009; Pighon et al. 2009). No

entanto, estes estudos nao forneceram qualquer informacdo sobre os mecanismos
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moleculares pelo qual o TR previne ou atenua o0 acumulo de gordura nos hepatécitos
de animais OVX.

O acumulo de gordura no figado de animais OVX parece ser iniciado por
mudancas na expressao de genes que aumentam a sintese de lipidios ao mesmo
tempo em gue diminuem a expressdo de genes envolvidos na oxidacdo lipidica
(Paquette et al. 2008; Pighon et al. 2010). Quase todas as familias dos fatores
transcricionais contribuem para a regulacdo do metabolismo lipidico hepatico,
entretanto, somente algumas familias demonstraram um claro papel predominante
nesta regulacdo (Desvergne et al. 2004; Kohjima et al. 2007). Entre essas familias
de fatores transcricionais, destacam-se 0s receptores ativados por proliferadores de
peroxissomos (PPARS) e as proteinas ligadoras do elemento regulado por esterois
(SREBPs) (Desvergne et al. 2004; Kohjima et al. 2007).

Os PPARs sdo membros da super familia dos receptores nucleares (RNSs),
sendo essencialmente reconhecido por sua funcao de sensor lipidico e regulador do
metabolismo lipidico (Desvergne; Wahli 1999; Desvergne et al. 2004). Os RNs séo
fatores de transcricdo ativados por ligantes, que atuam em processos fisiologicos
através da regulacdo da expressdo de genes-alvo, sdo proteinas sollveis
localizadas no citoplasma ou no nudcleo celular. Em humanos, a superfamilia de RNs
€ composta por 48 membros, destacando-se entre eles os receptores de esterdides,
do hormdnio tireoideano, da vitamina D3, do &cido retindico (RXR) e os PPARs
(Chawla et al., 2001). Uma importante funcdo centra-se no RXR atuando como
parceiro heterodimérico obrigatorio para outros RNs, dentre eles, os PPARs (Pinaire;
Reifel-Miller, 2007).

Entre as trés isoformas identificadas do PPAR (PPAR-a, PPAR-B& and

PPAR-y), a isoforma alfa é altamente expressa em tecidos com altas taxas de
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oxidacdo de acidos graxos, podendo ser ativado tanto por agonistas sintéticos, como
os fibratos, ou por agonistas naturais, tais como, acidos graxos ou eicosanoides
(Minnich et al. 2001). Quando ativado, o PPARa promove regulacdo ascendente de
genes envolvidos tanto na captacdo e transporte cellular de acidos graxos, quanto
da oxidacéo peroxissomal, mitocondrial e microssomal de acidos graxos (Mandard et
al. 2004). O gene que codifica a enzima carnitina palimitoiltransferase | (CPT |) esta
entre os genes regulados pelo PPAR-a (Yu; Lu; Gulick, 1998; Brandt; Djouadi; Kelly,
1998, Minnich et al. 2001). A CPT | regula de maneira quantitativa e qualitativa o
transporte de acidos graxos do citoplasma para a matriz mitocondrial, pela formacao
da molécula Acil-Carnitina a partir das moléculas acil-CoA e carnitina, permitindo
desta forma o transporte inicial de acidos graxos pelas membranas mitocondriais
para a B-oxidacdo (Minnich et al. 2001). Além disso, 0 gene que codifica a enzima
hidroxiacil-CoA desidrogenase (HAD) enzima limitante da P-oxidacdo também
apresenta sua transcricdo regulada pelo PPAR-a (Zhang, et al., 1992, Mandard et al.
2004). A enzima HAD cataliza a oxidacado da hidroxiacil-CoA para formacédo do
intermediario da p-oxidacdo Cetoacil-CoA.

Além dos genes que codificam a CPT | e a HAD, varios outros genes
demonstraram possuir sua transcricdo sob controle direto do PPARa (figura 01),
dentre eles, a enzima Acil-CoA Sintase (Schoonjans, et al., 1995) responséavel pela
conversdo do acido graxo num derivado da CoA, a Acil-CoA, a enzima Acil-CoA
Oxidase (Dreyer, et al., 1992; Tugwood, et al., 1992; Varanasi, et al., 1998) enzima
da B-oxidacdo Peroxissomal, a enzima Enoil-CoA Hidratase (Zhang, et al., 1992)
enzima da B-oxidacdo Peroxissomal e mitocondrial responsavel pela hidratacdo da
Enoil-CoA com subsequente formacéo de Hidroxiacil-CoA, a proteina transportadora

de acido graxo (FATP) (Issemann, et al., 1992) responsavel pelo transporte de AG
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através da membrana celular, a enzima lipoproteina lipase (LPL) (Schoonjans, et al.,
1996) cataliza a liberacdo de AG vinculados as lipoproteinas, a enzima 3-Hidroxi-3-
metilglutaril-CoA Sintetase (HMG-CoA Sintetase) (Rodriguez, et al., 1994) envolvida
na sintese de corpos cetdnicos, a enzima fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK)
(Tontonoz, et al., 1995) enzima da via gliconeogénica, a proteina desaclopadora |
(UCP-I) (Sears, et al., 1996) envolvida na termogénese, a acido graxo translocase
CD36 (FAT/CD36) (Talanian, et al., 2010) proteina transportadora de AG presente
principalmente na membrana mitocondrial e a proteina de ligacdo a acido graxo da
membrana plasmatica (FABPpm) (Talanian, et al., 2010) proteina de
ligacao/transportadora presente principalmente no sarcolema. Desse modo, 0
PPAR-a é altamente expresso em tecidos com altas taxas de captacgao, transporte e
oxidacdo de AG, resultando em regulacdo ascendente de genes envolvidos na
captacao e transporte celular de AG, na oxidacdo mitocondrial e peroxissomal de AG

e nas vias cetogénica e gliconeogénica (Mandard et al., 2004).

Figura 01. Proteinas que possuem sua transcricdo génica estimulada pelo PPAR-a.
PPARa: receptor ativado por proliferadores de peroxissomas alfa; ACO: acil-CoA

oxidase; ACS: acil-CoA sintase; ECH: enoil-CoA hidratase; HAD: hidroxiacil-CoA
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desidrogenase; CPT-I. carnitina palmitoil transferase-l; FATP: proteina
transportadora de acido graxo; HMG sintetase: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
sintetase; PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxicinase; UCP-I: proteina desaclopadora-I;
FAT/CD36: acido graxo translocase/CD36; FABPpm: proteina de ligacdo a acido

graxo da membrana plasmatica e LLP: lipoproteina lipase.

As SREBPs, inversamente, sdo um grupo de fatores transcricionais ligados a
membrana que regulam diretamente a expressdo de mais de 30 genes envolvidos
na producéo e captacao de colesterol, acidos graxos, TAG e fosfolipidios, bem como
do cofator NADPH requerido para a sintese dessas moléculas (Horton 2002; Ferré;
Foufelle 2007). Trés membros da familia da SREBP foram identificados em
mamiferos; SREBP-1a, SREBP-1c e a SREBP-2 (Ferré; Foufelle 2007). SREBP-1c
transcricionalmente ativa genes necessarios para a lipogénese (genes envolvidos na
sintese de AG) (figura 02). Entre os genes regulados pela SREBP-1c esta a enzima
acetil-coenzima A carboxilase (ACC), a qual promove a carboxilacdo da acetil-
coenzima A formando malonil-coenzima A, passo inicial da sintese dos &cidos
graxos, e a enzima estearoil coenzima A dessaturase (SCD-1) que representa o
ponto de controle central da homeostase lipidica (Sampath; Ntambi 2006). A SCD-1
cataliza a etapa limitante na biossintese de acidos graxos monoinsaturados, 0s
quais sdo necessarios tanto para a sintese de TAG, quanto para a producao de
lipoproteinas de muito baixa densidade (Cohen et al. 2002; Cohen et al. 2003).
Adicionalmente, a SREBP-la pode estimular todos os genes responsivos aos
SREBPs e a SREBP-2 ativa principalmente genes envolvidos na sintese do

colesterol (figura 02) (Brown; Goldstein, 1997).
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No figado, as trés isoformas regulam a producdo de lipidios para
armazenagem ou para a exportacdo para o plasma como lipoproteinas ou para a
bile como micelas (Horton et al., 2002).

As SREBPs séo sintetizadas como proteinas precursoras, exigindo clivagem
do dominio terminal NH2, antes que a forma ativa possa interagir com o nucleo e
funcionar como um fator de transcricdo (Horton et al.,, 2002). Essa clivagem é

realizada pela proteina de ativacao/clivagem da SREBP (SCAP).

Citrate Acetate
ATP-citrate | as;\ ’/Acet | CoA synthetase
SREBP-2 RECEE - y SREBP-1c

. Acetyl CoA
Acetoacetyl CoA thy w:w CoA carboxylase
Acetoacetyl CoA Malonyl CoA

HMG CoA synthase Malate Fatty acid synthase
| @’ Long chain fatty acyl elongase

o LA Malic enzyme
ORI taa i‘@’ ¢ Saturated fatty acids
Meval t
o — @ Stearoyl CoA desaturase
; G6PD pGDH Monounsaturated
Reactions @ fatty acids
mevalonate
Glucose-6-P 6-P- gluconate

Y Fatty acyl CoA

Squalene
GPAT
Reactions
squalene @ Monoacylglycerol 3-phosphate
7 LDL
receptor . . o
Cholestero| B a=mE=—= Triacylglycerides and phospholipids

Figura 02. Genes regulados pelo SREBP-2 e SREBP-1c. O Diagrama mostra 0s
principais intermediarios metabolicos nas vias para a sintese de colesterol, acidos
graxos e triglicerideos. In vivo, SREBP-2, preferencialmente, ativa os genes do
metabolismo do colesterol, enquanto SREBP-1c preferencialmente ativa os genes
do metabolismo de &cidos graxos e triglicerideos. HMG: 3-hidroxi-3-metilglutaril;
GPAT: Glicerol-3-fosfato aciltransferase; G6PD: Glicose-6-fosfato desidrogenase;

PGDH: 6-fosfogliconato desidrogenase (Horton et al., 2002).
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Mudancas na taxa de expressdo do PPARa, da SREBP-1c e de suas enzimas
downstream contribui para o desequilibrio da homeostase lipidica hepatica, o qual
pode conduzir ao desenvolvimento da esteatose hepatica (Kohjima et al. 2007;
Paquette et al. 2008; Pettineli et al. 2009; Pighon et al. 2010). Neste sentido, hoje é
assumido que o aumento na sintese de lipidio € o distlrbio priméario na esteatose
hepatica, a qual é fortemente estimulada por moléculas lipogénicas chaves, tais
como: SREBP-1c, ACC e SCD-1 (Cohen et al., 2002; Cohen et al., 2003; Kohjima et
al., 2007).

Um recente estudo conduzido com pacientes obesos Pettinelli et al. (2009),
concluiram que no figado de obesos ocorre uma regulacdo ascendente na
expressdo do SREBP-1c e uma regulacao descendente na expressao do PPARa, o
qgue resultou em uma aumentada relacdo SREBP-1c/PPARa, condicdo que pode
favorecer a lipogénese por aumentar a relacdo lipogénese/oxidacdo de AG e
conduzir a esteatose hepatica (figura 03). Adicionalmente, a regulagdo ascendente
do SREBP-1c no figado de pacientes obesos foi acompanhado de um aumento de
70% na expressdo do RNAmM do complexo enzimatico acido graxo sintase (FAS),
enquanto que, a regulacdo descendente do PPARa foi acompanhada de uma
diminuicdo de 65% na expressdo do RNAm da CPT-1. Desta maneira, elucidar
intervengdes que restaurem a expressdo de genes envolvidos na homeostase

lipidica hepatica torna-se um importante objetivo de pesquisas.

Lipogenesis Liver

FA oxidation

SREBP-1c) ( Lipogenesis

Steatosis

Figura 03. Disturbio na regulacdo do metabolismo lipidico no figado levando a

esteatose hepética em obesos (Pettinelli et al., 2009).
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Entre as intervencdes do exercicio fisico, o0 TR tem-se mostrado eficiente em
reduzir o acumulo de gordura no figado, tanto de animais OVX, quanto de animais
intactos (Corriveau et al. 2008; Leite et al. 2009; Pighon et al. 2009). No entanto, o
papel do TR sobre a expressao génica de moléculas relacionadas a oxidacéo de
gordura (PPARa, CPT-I e HAD) e a lipogénese (SREBP-1c, ACC e SCD-1) no
figado de ratas OVX permanece desconhecido. Por esse motivo, € importante
desenvolver experimentos para elucidar como o TR influencia a expressao génica de
moléculas relacionadas ao metabolismo lipidico hepéatico em ratas OVX, uma vez
que, foi demonstrado em trabalhos recentes que o TR diminui o conteddo de TAG no
figado de animais OVX, diminuindo assim, a incidéncia prematura para o
desenvolvimento da esteatose hepatica (Corriveau et al. 2008; Leite et al. 2009;

Pighon et al. 2009).
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2. HIPOTESES E OBJETIVOS

2.1 Hipoteses

Tendo em conta os resultados de pesquisas supracitados, nossa hipotese
inicial foi que tanto o TR quanto a OVX poderia alterar a expressdo génica das
moléculas envolvidas com o metabolismo lipidico hepatico, e que o TR em ratas

OVX restaura a expressao génica dessas moléculas.

2.2 Objetivos

Investigar os efeitos da OVX e do TR sobre a expressao génica de moléculas
relacionadas a lipogénese (SREBP-1c, ACC e SCD-1) no figado de ratas.
Investigar os efeitos da OVX e do TR sobre a expressao génica de moléculas

relacionadas a oxidacdo de gordura (PPAR-a, CPT-I e HAD) no figado de ratas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e condi¢cdes experimentais

Foram utilizadas 24 ratas Sprague-Dawley, adultas, obtidas do biotério da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus Araraquara, com
massa corporal de chegada ao biotério do Laboratorio de Fisiologia do Exercicio de
218,34 = 2,49 (média * erro padrdo da média). Durante o periodo experimental, os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas (trés ratas por gaiola) no biotério do
Laboratério de Fisiologia do Exercicio, do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas
(DCF), sob condigdes constantes de temperatura (22 + 2°C), umidade e iluminacéo
em ciclo invertido (01:00-13:00h: claro; 13:00-01:00h: escuro) e com oferta de agua
e dieta ad libitum.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sao Carlos (nUmero protocolo
008/2010) e conduzidos de acordo com o guia de cuidados e manuseio de animais
laboratoriais dos Estados Unidos da América (National Research Council’s, 1996).

Todos os animais ap6s chegada ao biotério do laboratério de fisiologia do
exercicio permaneceram por trés semanas em condi¢do de aclimatacédo ao biotério e
ao ciclo invertido. Apds este periodo, os animais foram distribuidos em quatro

grupos experimentais.
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3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram randomicamente distribuidos em quatro grupos
experimentais (seis animais por grupo), a saber: 1) Sham operado sedentario
(Sham-Sed); 2) Ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed); 3) Sham operado
treinamento resistido (Sham-Tr) e 4) Ovariectomizado treinamento resistido (Ovx-Tr).
A figura 04 apresenta o esquema de distribuicdo das ratas e desenho experimental

do estudo.

Ratas
(n=24)
]

Sham Ovx
(n=12) (n=12)
] ]

Sham-Sed Sham-Tr Ovx-Sed Ovx-Tr
(n=6) (n=16) (n=16) (n=16)

Figura 04. Esquema de distribuicdo das ratas e desenho experimental.

3.2.1 Grupos sedentarios

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

em suas gaiolas durante todo o periodo experimental do estudo sem nenhum tipo de

exercicio fisico sistematico.
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3.2.2 Grupos treinamento resistido

Os animais dos grupos treinamento resistido (Sham-Tr e Ovx-Tr) foram
submetidos a dez semanas de treinamento resistido progressivo em escada como

descrito no item 3.4.

3.3 Procedimentos Cirurgicos da Ovariectomia e da operacdo sham

A ovariectomia (OVX) foi realizada quando os animais atingiram
aproximadamente 250g de massa corporal de acordo com a técnica descrita por
Kalu (1991).

Inicialmente as ratas foram anestesiadas com uma mistura de Ketamina-
Xilazina (61,5-7,6 mg/kg, intraperitoneal), tendo seus reflexos testados para dar
inicio aos procedimentos da OVX. Durante todos os procedimentos da OVX as ratas
foram mantidas sobre o efeito anestésico proporcionado pela Ketamina-Xilazina.
Primeiramente, foi realizada uma pequena incisdo bilateral de 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 feita uma ligadura abaixo da
fimbria. Os ovarios foram removidos e a inciséo feita na pele e musculos suturados.
Pelas proximas 72 horas apds a OVX as ratas foram mantidas em caixas individuais,
posteriormente a este periodo as ratas foram novamente agrupadas nas caixas
coletivas referentes aos seus grupos, onde permaneceram até o fim do experimento.
Foi respeitado um periodo de 21 dias de recuperacao poés-cirurgia para dar inicio

aos procedimentos do protocolo de treinamento resistido no grupo Ovx-Tr.
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A sham operacdo foi realizada através dos mesmos procedimentos da OVX,
exceto que nao foi realizada a ligadura abaixo da fimbria e nem os ovarios foram
removidos, e sim apenas expostos e devolvidos ao local de origem. Vale ressaltar
gue todos os animais sham operados e ovariectomizados tiveram o0 mesmo tempo

de exposicdo aos procedimentos cirargicos (92 dias) até a data do sacrificio.

3.4 Treinamento resistido

O protocolo de treinamento resistido em escada de Hornberger e Farrar
(2004) foi utilizado e adaptado para as necessidades e execucao desta pesquisa.

Inicialmente, as ratas foram adaptadas ao protocolo de treinamento resistido
gue exigia que os animais escalassem uma escada vertical (1,10 x 0,18 m, 2 cm de
espacamento entre os degraus da grade, inclinacdo de 809 com pesos atados as
suas caudas (figura 05). O tamanho da escada fazia com que o0s animais
realizassem de 8 a 12 movimentos por escalada. O aparato de carga foi atado a
porcao proximal da cauda com uma fita auto-adesiva. Com o aparato fixado a cauda
as ratas eram colocadas na parte inferior da escada e familiarizadas com a
escalada. Caso necessario um estimulo com pinca era aplicado na cauda do animal
para iniciar o movimento. No topo da escada as ratas alcangcavam uma gaiola (20 x
20 x 20 cm) onde descansavam durante 120 segundos. Este procedimento foi
repetido até que os animais conseguissem voluntariamente escalar a escada, trés
vezes consecutivas, sem estimulo de pinca na cauda. Foram realizadas trés

sessOes de adaptacao (familiarizagéo) com intervalo de 48 horas entre as sessoes.
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Figura 05. Escada para treinamento resistido.

Trés dias ap6s a ultima sessdo de familiarizacdo foi realizada a primeira
sessdo de treinamento que consistiu de 4 a 8 escaladas na escada com cargas
progressivamente mais pesadas. A escalada inicial consistiu em carregar uma carga
de 75% da massa corporal do animal atado em sua cauda. Apds completar o
carregamento desta carga inicial com sucesso, um peso adicional de 30g era
adicionado ao aparato. Este procedimento foi sucessivamente repetido com um
namero maximo de oito escaladas, até que se alcangasse uma sobrecarga que nao
permitia que a rata escalasse toda a escada. A falha em escalar foi determinada
guando o animal ndo conseguia progredir na subida da escada apds trés estimulos
sucessivos na cauda. A maior carga carregada por toda a escada foi considerada

como a capacidade maxima de carregamento (carga maxima) da rata para aquela
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sessdo de treinamento, carga a qual, foi utilizada para a elaboracdo da carga de
carregamento utilizada na proxima sessao de treinamento.

As sessOes de treinamento seguintes consistiram de quatro escalas na
escada, com 65%, 85%, 95% e 100% da capacidade maxima de carregamento do
animal determinada na sessao anterior. Durante as escaladas subseqientes em um
namero maximo de cinco escaladas eram adicionados 30g em cada nova escalada,
até que uma nova capacidade maxima de carregamento fosse determinada (figura
06). O intervalo de recuperacao entre as escaladas foi fixo de 2 minutos.

As sessdes de treino foram realizadas trés vezes por semana, todas as
segundas, quartas e sextas-feiras durante dez semanas. O inicio das sessdes de

treino sempre ocorreu as 15 horas.

A) +30g
A
+30g] 2
+30g] 2
+30g] 2
Maximo de
+30g] 2 escaladas por
sessio de
100% | 2 Weino
A B)
95%) 2’
Minimo de Dias de treino
2 escaladas por
85% 2’ p t _l : Dom | Seg Ter Qua Qui Sex Sab
sessao de
tremo . . ;
65%] 2’ X X X

Figura 06. A) organizacao da carga de carregamento por sessdo de treino. B) dias

de treino.
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3.5 Controle da ingestado alimentar e da massa corporal

A ingestao alimentar (gramas de racdo consumida por gaiola) foi monitorada
diariamente sempre no mesmo horario do dia, entre 17h0Omin e 17h30min e a
massa corporal verificada trés vezes na semana, todas as segundas, quartas e
sextas-feiras sempre no mesmo horario entre 16h00min e 17h00min. Ambos os

procedimentos foram realizados durante todo o periodo experimental.

3.6 Preparacao do tecido

Os animais foram sacrificados por decapitacdo 48h apds a ultima sessao de
treinamento. O figado foi imediatamente removido e trés aliquotas do lobo mediano
foram guardadas em tubos de criogenia, imediatamente congelados no nitrogénio

liqguido e armazenados no freezer a -80°C até o momento das analises.

3.7 Desenho experimental

A figura 07 apresenta um resumo do desenho experimental do estudo deste a

chegada dos animais ao biotério do laboratério de fisiologia do exercicio até o

momento do sacrificio.



Chegada dos
animais ao
biotério do
Lab. Fisiol.

do Exercicio

Procedimentos
cirrgicos (PC)
- Sham operagio
- OVX operagao

3 sessOes de
familiarizagéao ao
treino em escada

+ teste de carga
maxima

Inicio do
tretnamento
Semana 1

30

| Semana 5 | | Semana 10 ‘ I Sacrificio

1

1

1

1

1

Lo
=

\ JIN JI\ Ji |
! 1 !

3 semanas de 3 semanas de Intervalo de 48 horas
aclimatagao recuperagio 48 horas apos a ultima
ao ciclo dos PC sessio de

mvertido treino

Figura 07. Desenho experimental

3.8 Quantificagcdo da expressédo génica do PPAR-a, CPT-I, HAD, SREBP-1c,

ACC, SCD-1 e GAPDH

A quantificacdo da expressao génica do PPAR-a, CPT-l, HAD, SREBP-1c,
ACC, SCD-1 e do GAPDH foi realizada pela quantificacdo do seu RNAmM por Reacgao
em Cadeia da Polimerase — Tempo Real (PCR-RT). Esta analise foi realizada no

laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do DCF da UFSCar.

3.8.1 Procedimentos gerais

Para reduzir a presenca de acidos ribonucleases (RNAses), foram adotados
0s seguintes cuidados em todos os procedimentos: utilizacdo de material esterilizado
descartavel; autoclavagem da vidraria, eppendorfs e ponteiras utilizadas;
manipulagdo de amostras e materiais com luvas; utilizagdo de agua tratada com

dietil-pirocarbonato (agua DEPC, autoclavada).
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3.8.2 Extracdo do RNA total

Para a andlise da expressao génica das proteinas PPAR-a, CPT-I, HAD,
SREBP-1c, ACC, SCD-1 e do GAPDH o RNA total do figado foi extraido com o
reagente Trizol® (Invitrogen Corporation, Carlsbad, California) de acordo com as
especificacdbes do fabricante. No dia da extracdo, 40-45mg de tecido era
homogeneizado (homogenizador Power Gen — Fisher Scientific 1000) em 1 mL de
Trizol segundo os seguintes protocolos:

ApOs a homogeneizacdo as amostras permaneciam por 5 minutos em
temperatura ambiente. Adicionava-se 200 uL de cloroférmio as amostras e agitava-
se por 15 segundos no vortex. Logo apds, as amostras permaneciam em
temperatura ambiente por 15 minutos. Centrifugavam-se (Eppendorf 5804R) as
amostras por 15 minutos, a 12000rpm, a 40 C. Seguindo a centrifugacédo transferia-
se 0 sobrenadante (450 pL) para um microtubo limpo. Eram adicionados 450 pL de
isopropanol e a amostra era agitada por inversao manual, permanecendo por 10
minutos em temperatura ambiente. A seguir, a amostra era centrifugada por 10
minutos a 12000rpm (4°C) para formacéo do pellet. O sobrenadante era descartado
com cuidado por inversdo manual e ao pellet era acrescentado 1mL de etanol 75%.
Apbés nova centrifugacdo, por 5 minutos a 7500rpm (4 © C), novamente 0
sobrenadante era descartado com cuidado por inversao manual, e caso necessario
o restante de etanol 75% era aspirado com auxilio de uma pipeta. Posteriormente, 0
microtubo contendo o pellet era colocado para secagem por 5-10 minutos em estufa
a 370°C. Apbs esse tempo, acrescentava-se 30-60 pL de agua tratada com dietil
pirocarbonato (dgua DEPC) 0,1%. As amostras eram entdo congeladas e

armazenadas no freezer a -80°C até o momento das analises.
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Para avaliacdo da concentracdo e pureza do RNA total, foram realizados
ensaios espectrofotométricos sob comprimento de onda de 260 e 280 nm. A razao

Aze0/280 € proporcional a concentracdo de RNA total na amostra.

3.8.3 Quantificacdo do RNA total

As amostras de RNA total foram diluidas 100 vezes em agua tratada com
DEPC e foram realizadas as leituras em espectrofotdbmetro para determinacédo das
absorbancias nos comprimentos de onda de 260nm e 280nm. Foi utilizada a
seguinte formula para determinar a concentracdo de RNA total (ug/uL):
concentracdo pg/pL = (Azeo X 40 x diluicdo da amostra) x 1000™.

O grau de pureza do RNA foi determinado pela razdo Azeo2s0, COnsiderando-

se adequados os valores entre 1,8 e 2,0.

3.8.4 Determinacgéo da integridade do RNA

A integridade do RNA foi confirmada pela visualizagdo em luz ultravioleta do

padrdo de eletroforese das bandas 28S e 18S do RNA ribossomal, em gel de

agarose 1% corado com brometo de etidio (figura 08).



33

Figura 08. Exemplo de um gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio
indicando a integridade do RNA total, através da visualizacdo das bandas

ribossomais 28S e 18S.

3.8.5 Transcricao reversa

Inicialmente, as amostra de RNA total foram tratadas com DNAse -
Deoxyribonuclease 1, Amplification Grade (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
California) de acordo com as especificagcbes do fabricante. Ao RNA total (1ug),
adicionava-se solucdo tampéo (1pL, 10x DNAse | Reachion Buffer), enzima (1pL
DNAse |, Amp Grade) e quantidade suficiente para 10uL de &gua tratada com
DEPC. A amostra era encubada por 15 minutos em temperatura ambiente. Logo
apos, adicionava-se EDTA (1uL) e a amostra permanecia em banho seco a 65°C por

10 minutos.
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Logo apds o tratamento com DNAse, adicionava-se 0,5 pL do Primer Oligo
(dT) 15 (Promega Corporation, Madison, WI USA) e a amostra permanecia em
banho seco a 70°C por 5 minutos.

A seguir, adicionavam-se:

e 2.5 uL de M-MLV 5x tampao de reacao (Promega Corporation, Madison, WI
USA)

e 0,625 yL dATP 10mM

e 0,625 uL dCTP 10mM

e 0,625 yL dGTP 10mM

e 0,625 uyL dTTP 10mM

e 0,5 yL M-MLYV transcriptase reverse (TR)

As amostras em seguidas foram encubadas em banho seco a 37°C por 60

minutos e, posteriormente estocadas a -80°C até o momento das analises.

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

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

e 9,5 uL de agua livre de nuclease

e 1,25 pL primer forward

e 1,25 L primer reverse

e 0,5 uL de cDNA

e 12,5 uL SYBR® Green (fermentas)

e VVolume final 25 L
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As amostras foram processadas no Termociclador Rotor-Gene, R 3000
(Robertt Research) e os ciclos consistiram de 95°C por 10 minutos, seguidos de 40
ciclos de amplificagdo a 94 0 C por 15 segundos; temperatura de anelamento (Tm)
57-61 0 C por 30 segundos e 72° C por 60 segundos. As Tm dos primers foram
previamente padronizadas.

Os primers foram adquiridos da Invitrogen Life Technologies e suas
sequencias estao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos primers usados para PCR-RT

Genes Sense primer (5-3’) Antisense primer (5°-3’) N. de acesso
SREBP-1c TGCCCTAAGGGTCAAAACCA TGGCGGGCACTACTTAGGAA L16995.1

ACC ACAGAGATGGTGGCTGATGTC GATCCCCATGGCAATCTG NM_022193.1

SCD-1 TGCTGATGTGCTTCATCCTG GGGAAACCAGGATATTCTCC NM_009127.4

PPAR-a TCGGAGGGCTCTGTCATC CATCTGTACTGGTGGGGACA NM_013196.1

CPT-1 ACGTTGGACGAATCGGAGC AAAGCATCTTCCATGCAGCAG NM_031559.2

HAD GGCTGCATGAGCGAGGCGAT TGGGATACCCGGCTCCCAGC NM_057186.1

GAPDH GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA NM_017008.3

SREBP-1c, proteina-1c ligadora do elemento regulado por esterdis; ACC, acetil-
Coenzima A carboxilase; SCD-1 estearoil coenzima A dessaturase-1; PPAR-q,
receptor alfa ativado por proliferadores de peroxissomas; CPT-1, Carnitina palmitoil
transferase-1; HAD, hidroxiacil coenzima A desidrogenase; GAPDH gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase.

Os produtos especificos foram determinados como picos Unicos por meio das

curvas de MELT (figura 09).

A)

dF fdT
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Figura 09. Exemplo de curva de MELT original representativa dos ciclos do PCR-

RT. A) GAPDH, B) PPAR-a, C) ACC e D) HAD.

Os valores de threshold cycle (Ct) e as curvas de MELT foram obtidos pelo
Software Rotor Gene — 6. O Ct é o ponto onde o sinal de fluorescéncia é notado pela
primeira vez com 0 menor numero de ciclos durante a fase exponencial da

amplificacéo (figura 10).
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Figura 10. Exemplo de curva de amplificacdo original representativa dos ciclos do

PCR-RT. A) GAPDH e B) PPAR-a.

O nivel de expressdo comparativa de cada condicdo foi calculado pelo
método de delta delta Ct (AACt). Depois de calculado a média dos Ct de cada gene
foi realizado:

e Delta Ct (ACt) = Ct GAPDH - Ct do gene alvo, seguindo:

e Calculo 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-Tr e OVX-Tr foram
calculados em relagdo ao Sham-Sed. O valor em unidades arbitrarias (UA) da
expressdo dos genes alvos foram calculados por 22*“* (Livak, Schmittgen, 2001).

Com os valores em UA foram realizados o0s testes estatisticos.

3.8.7 Gel dos produtos do PCR-RT

Na figura 11 é demonstrada uma imagem do gel dos produtos do PCR dos

diferentes genes analisados na presente pesquisa.

Figura 11. Imagem do gel dos produtos do PCR-RT. 1 = Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (197 pares de bases). 2 = Proteina-1c ligadora do elemento regulado

por esterdis (75 pares de bases). 3 = Acetil-CoA carboxilase (60 pares de bases). 4
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= Estearoil-CoA dessaturase (201 pares de bases). 5 = Receptor alfa ativado por
proliferadores de peroxissomas (88 pares de bases). 6 = Carnitina
palmitoiltransferase 1 (93 pares de bases). 7 = Hidroxiacil-CoA desidrogenase (72

pares de bases).

3.9 Andalise Estatistica

Todos os dados sdo expressos como meédia * erro padrao da média (EPM). A
analise estatistica foi iniciada com o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov.
Todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal, sendo utilizado o teste de
analise de variancia (ANOVA) de dois fatores, levando em consideracdo duas
variaveis: ovariectomia x exercicio resistido. O pos-teste de Fisher’s foi aplicado no
caso de alguma significancia. Todas as informac¢des foram processadas no pacote

estatistico OringinPro 8® adotando-se um nivel de significancia de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

A ovariectomia resultou em maior massa corporal, ingestdo alimentar diaria e
massa dos depositos de gordura, urogenital, mesentérica e retroperitoneal (p < 0,05)
quando comparado com as ratas sham-Sed (Tabela 2). Entretanto, a massa dos
depdsitos de gordura mesentérica e retroperitoneal foi menor (23% e 29%,
respectivamente) nas ratas Ovx-Tr comparado com as ratas Ovx-Sed (p < 0,05).
Adicionalmente, a ovariectomia resultou em menor peso do fémur (15%; p < 0,05) e
peso do utero (74%; p < 0,05) indicando os efeitos fisiologicos da ovariectomia
(Tabela 2). No entanto, o grupo Sham-Tr apresentou o maior peso de fémur (8%,
27% e 17%; p < 0,05) do que os grupos Sham-Sed, Ovx-Sed e Ovx-Tr,
respectivamente. Quando comparado, o grupo Ovx-Tr apresentou maior peso do
fémur (9%; p < 0,05) do que o grupo Ovx-Sed. No resultado da soma dos pesos dos
cinco musculos analisados ndo houve diferencas significativas entre os quatro

grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Efeitos da ovariectomia e do treinamento resistido sobre parametros
antropometricos.

Sham-Sed Ovx-Sed Sham-Tr Ovx-Tr
Massa corporal (g) 337,11 +£+8,13 401,93+4,60a 308,94 +5,17ab 370,38 +5,89abc
Ingestéo alimentar (g/d) 20,58 + 0,18 23,15+0,18a 19,61 + 0,14ab 21,44 +0,19abc
Gordura urogenital (g) 8,52 + 0,89 11,03 + 1,84a 6,40 + 0,75b 9,12+ 0,18
Gordura mesentérica (g) 4,28 + 0,34 6,72 +0,81a 4,00+ 0,47b 5,18 +0,27b
Gordura retroperitoneal (g) 3,26 + 0,30 4,84 + 0,45a 2,67 £0,34b 3,45+ 0,07b
Musculos da pata (g/100 g MC) 0,93 +0,01 0,86 + 0,02 0,94 +0,03b 0,89 + 0,02
Peso do utero (g) 0,68 + 0,02 0,18 +0,01a 0,64 + 0,04b 0,15 + 0,00ac
Peso do femur (g/100 g MC) 0,26 + 0,00 0,22 + 0,00a 0,28 + 0,00ab 0,24 £+ 0,00bc

Valores sdo médias + erro padréo da media; n = 6 ratas por grupo. d = dia; MC =
massa corporal

a, significativamente diferente de Sham-Sed: (p < 0,05)

b, significativamente diferente de Ovx-Sed: (p < 0,05)

c, significativamente diferente de Sham-Tr (p < 0,05)
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Para a carga maxima de carregamento durante as 10 semanas de
treinamento, ndo houve nenhuma interacdo entre grupo e tempo, indicando que os
grupos Sham-Tr e Ovx-Tr aumentaram a capacidade maxima de carregamento de
maneira similar durante o treinamento (Figura 11). As cargas aumentaram apos a
semana 5 e semana 10 quando comparado com a semana 1, e apos a semana 10
comparado com a semana 5 (Figura 11). Deste modo, ndo houve nenhuma
diferenca nas cargas maximas entre ambos os grupos treinados cronicamente no

periodo de 10 semanas.

900- ab
800- - E= Sham-Tr
@ 700+ a .?_ ::::::::::: Ovx-Tr

g 600- e I ==, I

Figura 12. Carga maxima (g) dos grupos Sham-Tr e Ovx-Tr nas semanas 1, 5 e 10.
Os valores sdo médias = erro padrdo da média (n = 6 por grupo). a,
significativamente diferente de semana 1; b, significativamente diferente de semana

5 (p < 0,05).

A analise do PCR-RT demonstrou maior (p < 0,05) expresséo génica do fator
transcricional lipogénico SREBP-1c (106%; Figura 12A), bem como de seus alvos

downstream, ACC (72%; Figura 12B), e SCD-1 (109%,; Figura 12C), nas ratas Ovx-
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Sed do que nas ratas Sham-Sed. No entanto, estas maiores expressdes dos genes
lipogénicos induzidos pela ovariectomia foram totalmente restauradas pelo
treinamento resistido, com excecdo da ACC. Vale ressaltar que ocorreu uma
diminuicdo de 25% na expressdo génica da ACC no grupo Ovx-Tr quando
comparado com o grupo Ovx-Sed, porém esta diminuicdo ndo foi estatisticamente
significante. Estes resultados indicam os potenciais beneficios do treinamento
resistido como uma estratégia alternativa para controlar os efeitos deletérios da
ovariectomia sobre a expressao génica de moléculas lipogénicas.

Ademais, a expressao génica da ACC e da SCD-1 foi maior (108% e 266%,
respectivamente; Figura 12BC) nas ratas Ovx-Tr do que nas ratas Sham-Tr.
Demonstrando que a auséncia dos horménios ovarianos exerce um papel
predominante na expressao desses genes.

Quando comparado com o grupo Sham-Sed, o grupo Sham-Tr demonstrou
uma diminuicao significativa de 75% (Figura 12C) na expressao génica da SCD-1 e,
uma diminuicdo estatisticamente nao significante de 35% e 38% na expressao
génica da SREBP-1c e na ACC, respectivamente. Resultados que podem indicar os
potenciais beneficios do treinamento resistido como uma estratégia alternativa para
minimizar o acumulo de gordura no figado de animais intactos, o qual pode também,
explicar parcialmente o menor conteudo de lipidios no figado de ratos treinados com

esses tipo de treinamento.
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Figura 13. Expressao dos genes lipogénicos. (A) proteina-1c ligadora do elemento
regulado por esterbis (SREBP-1c); (B) acetil coenzima A carboxilase (ACC); (C)
estearoil coenzima A dessaturase-1 (SCD-1) (C) nos grupos sham operado
sedentario (Sham-Sed), ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed), sham operado
treinamento resistido (Sham-Tr) e ovariectomizado treinamento resistido (Ovx-Tr).
Valores sdo médias * erro padrdo da média (n = 6 por grupo). a, significativamente
diferente de Sham-Sed; b, significativamente diferente de Ovx-Sed; c,

significativamente diferente de Sham-Tr (p < 0,05).

Os resultados do PCR-RT demonstraram menor (p < 0,05) expressao génica
das moléculas relacionadas a oxidagéo de gordura, CPT-I (53%; Figura 13B), e HAD
(27%; Figura 13C) no grupo Ovx-Sed quando comparado com o grupo Sham-Sed.

No entanto, estas menores expressfes dos genes relacionados a oxidacdo de
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gordura induzidos pela ovariectomia foram totalmente restauradas pelo treinamento
resistido. Adicionalmente, a expressdo génica do PPAR-a nado foi alterada pela
ovariectomia. Esses resultados demonstram que a ovariectomia diminui a
capacidade oxidativa do figado, resultado que favorece o acumulo de gordura
hepatica e, que este resultado pode ser revertido com o treinamento resistido.
Quando comparado com o grupo Sham-Sed, o grupo Sham-Tr demonstrou
um aumentou significativo na expressao génica do PPAR-a (170%; Figura 13A) e,
um aumento estatisticamente ndo significante de 11% na expressao génica da CPT-
1. No entanto, quando comparado o grupo Sham-Tr com o grupo Ovx-Tr 0 grupo

Sham-Tr apresentou maior expressao génica (56%; Figura 13A) do PPAR-a.
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Figura 14. Expressao dos genes relacionados a oxidacédo de gordura. (A) receptor

alfa ativado por proliferadores de peroxissomas (PPAR-a); (B) carnitina palmitoil
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transferase-l (CPT-I); (C) hidroxiacil coenzima A desidrogenase (HAD) nos grupos
sham operado sedentario (Sham-Sed), ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed), sham
operado treinamento resistido (Sham-Tr) e ovariectomizado treinamento resistido
(Ovx-Tr). Valores sdo médias + erro padrdo da média (n = 6 por grupo). a,
significativamente diferente de Sham-Sed; b, significativamente diferente de Ovx-

Sed; ¢, significativamente diferente de Sham-Tr (p < 0,05).
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5. DISCUSSAO

A principal contribuicdo do presente estudo € o resultado original de que o
treinamento resistido pode contrabalancar os distirbios moleculares hepaticos
induzidos pela ovariectomia, restaurando os niveis de expressao génica tanto das
moléculas relacionadas a lipogénese quanto das moléculas relacionadas a oxidagao
das gorduras. Estas respostas moleculares sugerem fortemente que o treinamento
resistido diminui a lipogénese e estimula ao mesmo tempo a oxidacdo de gordura no
figado de ratas ovariectomizadas, e isto poderia ser um possivel mecanismo pelo
qual o TR diminui o acumulo de gordura no figado de ratas ovariectomizadas como
relatado em estudos anteriores (Corriveau et al. 2008; Leite et al. 2009; Pighon et al.
2009). Esses estudos, entretanto, ndo forneceram qualquer informagdo molecular
sobre a acdo do TR na prevencdo do acumulo de gordura no figado de animais
ovariectomizados. Ademais, apesar de alguns resultados ndo serem
estatisticamente significantes (SREBP-1c, ACC, CPT-1 e HAD) e outros sim (SCD-1
e PPAR-a) o treinamento resistido nas ratas intactas (grupo Sham-Tr) demonstrou
uma tendéncia em diminuir a expressao dos genes relacionados a lipogénese e, a
aumentar a expressao dos genes relacionados a oxidacédo de gordura. Resultados
gue podem suscitar novas abordagens em relacdo ao treinamento resistido e, em
seu emprego como estratégia alternativa para atenuar os efeitos deletérios
relacionados ao acumulo de gordura no figado.

Ha fortes evidencias de que o acumulo de gordura no figado de ratas
ovariectomizadas esta associado a uma aumentada ingestdo alimentar decorrente
da ovariectomia (Latour et al. 2001; Shinoda et al. 2002; Paquette et al. 2008), a um

desequilibrio entre os caminhos de captacdo, sintese e oxidacdo de lipidios
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(Barsalani et al. 2008; Paquette et al. 2008; Paquette et al. 2009) e a uma diminui¢cao
da capacidade de oxidacdo de gordura no figado desses animais (Paquette et al.
2008; Paquette et al. 2009). Entretanto, ha também algumas evidencias de que o
treinamento resistido reduz ou atenua o acumulo de gordura em ratas
ovariectomizadas (Corriveau et al. 2008; Leite et al. 2009; Pighon et al. 2009). Nossa
hipétese inicial foi confirmada, uma vez que a ovariectomia reduziu a expressao
génica de moléculas relacionadas a oxidacdo de gordura, tais como CPT-I (53%) e
HAD (27%), e aumentou as de moléculas relacionadas a lipogénese, SREBP-1c
(106%), ACC (72%) e SCD-1 (109%), as quais tiveram suas expressdes restauradas
com o treinamento resistido, com excec¢do da ACC. Embora tenha ocorrido uma
diminuicdo de 25% na expressdo génica da ACC no grupo Ovx-Tr gquando
comparado com o grupo Ovx-Sed esta diminuicdo ndo foi estatisticamente
significante, provavelmente por causa do tamanho da amostra ou pelo fato da ACC
ser uma enzima chave na lipogénese acreditamos que sua expressao tenha alterado
de maneira significante logo no inicio do TR, ou seja, nas primeiras semanas de
treinamento. Com base nessas informacbes podemos afirmar que as vias do
metabolismo lipidico hepético estdo perturbadas na auséncia de estrogenos,
conduzindo ao acumulo de gordura no figado de animais ovariectomizados, o qual
pode culminar em esteatose hepética. Por conseguinte, o acumulo de gordura no
figado de animais ovariectomizados ndo pode ser totalmente atribuido a maior
ingestéo alimentar, efeito caracteristico da ovariectomia.

Estudo de cinética de infiltracéo de lipidio no figado de seres humanos indica
gue aproximadamente 26% no acumulo de TAG hepatico pode ser explicado pela
sintese de lipidio (lipogénese) (Donnelly et al. 2005). Por isso, € assumido que o

aumento na sintese de lipidio € o disturbio primario na esteatose hepatica, a qual é
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fortemente estimulada por moléculas que regulam o acumulo de gordura hepatico,
tais como: o fator de transcricAio SREBP-1c e de sua enzima downstream ACC
(Kohjima et al. 2007; Paquette et al. 2008; Pettinelli et al. 2009; Pighon et al. 2010).
Da mesma forma, a SCD-1 é uma enzima downstream da SREBP-1c e que
representa o ponto de controle central na homeostase lipidica, catalisando um passo
limitante na biossintese de acido graxo monoinsaturado a partir de acido graxo
saturado, o qual € necessario para a sintese de TAG (Cohen et al. 2002; Cohen et
al. 2003). Recentemente foi relatado que a ovariectomia aumenta a expressao
génica do fator transcricional lipogénico SREBP-1c (Paquette et al. 2008; Pighon et
al. 2010), e de suas enzimas downstream ACC (Pighon et al. 2010), e SCD-1
(Paquette et al. 2008; Pighon et al. 2010), e que diminui a expressdo géncia do
PPAR-a (Paquette et al. 2008; Pighon et al. 2010), o qual € um importante fator
transcricional envolvido na oxidacdo de acido graxo. Os resultados do presente
estudo complementam esses achados anteriores, demonstrando que a expressao
génica de outras moléculas relacionadas a oxida¢cédo de gordura, tais como CPT-I e
HAD esté@o diminuidas em ratas ovariectomizadas.

Corriveau et al. (2008) and Pighon et al. (2009) demonstraram que o TR
diminui os depdésitos de gordura e reduz o acumulo de gordura no figado de ratas
ovariectomizadas. Nesse sentido, ha evidéncias crescentes de que o TR estimula a
oxidacao de lipidios no figado devido a ativacdo da via da proteina quinase ativada
por monofosfato de adenosina (AMPK) (Lavoie; Gauthier 2006; Corriveau et al.
2008). E conhecido atualmente que a SREBP-1c um dos principais fatores
transcricionais lipogénicos é regulado negativamente pela AMPK (Zhou et al. 2001;
Kohjima et al. 2008; Oikari et al. 2008), assim, & tentador especular que o

treinamento resistido pode induzir a ativacdo da AMPK com uma subsequente
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diminuicAo na expressdo génica de fatores transcricionais relacionados a
lipogénese, concomitantemente com o aumento da oxidac&do de gordura no figado e,
consequentemente reduzir o conteudo lipidico hepatico e prevenir a esteatose
hepatica (Leite et al. 2009).

Yasari et al. (2010) constataram que o treinamento de endurance de 8
semanas resultou em uma reducdo importante de 80% na expressao génica da
SCD-1 no figado de ratos, tanto alimentados com dieta padréo, quanto alimentados
com dieta rica em gorduras, e que a quantificacado protéica da SCD-1 por Western
blot confirmou os resultados obtidos por PCR-RT. Os autores ressaltaram que a
recente descoberta de reducdo da expressao do gene da SCD-1 no figado com o
treinamento de endurance indica que este € uma adaptacdo que pode estar
associada ao exercicio cronico, que é uma manipulacdo conhecida por favorecer a
regulacdo do metabolismo lipidico.

Estudos com ratos nocautes para SCD-1 encontraram taxas reduzidas de
sintese de AG e TAG mesmo na presenca de dieta hiperlipidica ou dieta rica em
carboidrato (Miyazaki et al., 2000; Miyazaki et al., 2001b). Isto é parcialmente devido
a diminuicdo na maturacdo da proteina SREBP-1c (clivagem do dominio terminal
NH2) e na expressdo dos genes alvos da SREBP-1c, tais como: FAS, ACC e &cido
graxo alongase (Miyazaki et al.,, 2001a; Sampath et al., 2007). A expressdo dos
genes lipogénicos em ratos nocautes para SCD-1 s&o restaurados por meio de
alimentacédo com alto teor de acido graxo monoinsaturado, mas nao com acido graxo
saturado (Ntambi et al., 2004; Sampath et al., 2007). Desta maneira, a ativacéo
normal da SREBP-1c requer um nivel adequado de acido graxo monoinsaturado,

seja derivado a partir da dieta ou da sintese enddgena.
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A SCD-1 atualmente vem ganhando notoriedade por meio de seus efeitos
metabdlicos e genéticos sobre o metabolismo lipidico, estudos com ratos nocautes
para SCD-1 encontraram diminuicdo da expressdo génica da SREBP-1c, FAS,
glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT) e ACC, efeito genético que resultou em
diminuicdo na taxa de lipogénese (efeito metabdlico), ao mesmo tempo em que,
aumentou o nivel de expressao dos genes relacionados a oxidacdo de gordura; ACO
e CPT-1 o que resultou em taxa aumentada de B-oxidacdo (Ntambi; Miyazaki, 2003;
Dobrzyn; Ntambi 2004). A deficiéncia da SCD-1 também resultou em regulacao
descendente da expressdo da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), o que
proporcionou maior estado de fosforilacdo no residuo tirosina do substrato do
receptor de insulina-1 (IRS-1), aumentando dessa forma a sensibilidade tecidual aos
efeitos metabdlicos da insulina (Dobrzyn; Dobrzyn, 2006).

Em outro estudo, Pighon et al. (2010), concluiram que o treinamento com
exercicio de endurance reduz o acumulo de gordura no figado de ratas
ovariectomizadas, possivelmente através da regulacdo das moléculas chaves
envolvidas na lipogénese e na oxidacao de lipidios. Os resultados de expressao
génica obtidos por PCR-RT demonstraram maior expressdo génica dos genes
lipogénicos SREBP-1c (57%), SCD-1 (87%), da proteina de ligacdo ao elemento
responsivo a carboidrato (ChREBP) (63%) e da enzima ACC (68%) em ratas
ovariectomizadas do que ratas sham operadas. No entanto, estas maiores
expressdes de genes lipogénicos induzidos pela ovariectomia foram totalmente
restauradas tanto pela reposigdo com 17B-estradiol quanto pelo treinamento de
endurance. Inversamente, a expressdo génica do fator transcricional envolvido na
oxidacao de lipidios o PPAR-a foi 31% menor nas ratas ovariectomizadas do que

nas ratas sham operadas. Novamente, a perturbacdo na expressado génica foi
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restabelecida nos animais que receberam reposicdo com 17@3-estradiol ou foram
submetidos ao treinamento de endurance, confirmando relatos anteriores de que a
reposicao com 17(-estradiol e o treinamento de endurance evitam o acumulo de
lipidios no figado de ratas ovariectomizadas (Paquette et al. 2008; Paquette et al.
2009; Pighon et al. 2011). Entretanto, o presente estudo mostra resultados originais
de que as mudancas induzidas pela ovariectomia na expressao de genes envolvidos
no metabolismo lipidico hepatico podem ser restauradas por meio do treinamento

resistido e ndo somente pelo treinamento de endurance.



51

6. Conclusao

Em resumo, o presente estudo demonstrou que o treinamento resistido
restaura as alteracbes moleculares hepéaticas induzidas pela ovariectomia sobre o
metabolismo lipidico hepatico, indicando claramente os beneficios potenciais do
treinamento resistido como uma importante estratégia alternativa para o controle dos
efeitos deletérios da ovariectomia sobre a expressdo de genes que codificam
enzimas envolvidas com o metabolismo lipidico hepatico. Portanto, concluimos que
a deficiéncia de estrogénio proporcionado pela ovariectomia altera a expressao de
genes que favorecem o desenvolvimento de um fendtipo esteatético, e que as
alteracdes nos niveis de expressdo génica podem ser restauradas pelo treinamento

resistido.
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Abstract Decreased levels of estrogen are associated with
hepatic steatosis (HS), through changes in gene expression
of molecules related to fat oxidation and lipogenesis. Both
resistance training (RT) and endurance training (ET) pre-
vent HS in ovariectomized (Ovx) rats. However, the
molecular events associated with this process were only
investigated for ET, but not for RT. Thus, the aim of this
study was to investigate the effects of Ovx and RT on the
gene expression of molecules related to fat oxidation and
lipogenesis in the liver of rats. Sprague-Dawley adult
female rats were grouped into four (n = 6 per group):
sham-operated sedentary (Sham-Sed); Ovx sedentary (Ovx-
Sed); sham-Rt and Ovx-Rt. A 10-week RT period, during
which the animals climbed a 1.1-m vertical ladder with
weights attached to their tails, was used. The sessions were
performed three times a week, with 4-9 climbs and 8-12
dynamic movements per climb. Gene expression was ana-
lyzed by RT-PCR by the AACt method. The estrogen
deficiency associated with ovariectomy decreased the gene
expression of molecules related to fat oxidation, carnitine
palmitoyltransferase I (53%) and p-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase (27%), and increased molecules related to
lipogenesis, sterol regulatory element-binding protein-1c
(106%), acetyl-CoA carboxylase (ACC) (72%) and stearoyl
CoA desaturase-1 (109%). With the exception of ACC, the
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ovariectomy-induced changes in the expression of these
molecules were restored by RT. The present results indicate
that RT has important effects on the prevention of HS in
Ovx animals, through changes in gene expression of mol-
ecules related to hepatic lipid metabolism.

Keywords Ovariectomy - Resistance training -
Hepatic steatosis - Fat oxidation - Lipogenesis

Introduction

Estrogens are important players in hepatic lipid homeo-
stasis, and their role as lipid regulators has been high-
lighted by different models of estrogen deficiency (Heine
et al. 2000; Paquette et al. 2008). Ovariectomized (OVX)
rats, as well as aromatase, and estrogen receptor knockout
mice develop nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD),
which is characterized by triglyceride accumulation in
hepatocytes (hepatic steatosis) (Lemieux et al. 2005), one
of the most frequent causes of abnormal liver function
(Angulo 2002; Browning and Horton 2004). In a recent
study that included over 800 women aged 40-59 years, it
was confirmed that the menopausal status was indeed
associated with hepatic steatosis (Volzke et al. 2007). Thus,
it is important to investigate interventions that may prevent
or attenuate the accumulation of lipids into liver with a
decrease in plasma estrogens. An alternative to counteract
liver fat accumulation with estrogen withdrawal might be
through training. It was reported that exercise training
prevented fat accumulation in the liver of high fat-fed rats
(Gauthier et al. 2003; Gauthier et al. 2004). Specifically in
OVX rats, there is some evidence that resistance training
(RT) reduces liver fat accumulation (Corriveau et al. 2008;
Leite et al. 2009; Pighon et al. 2009). These studies,
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however, did not provide any mechanistic information on
the action of exercise training in preventing liver fat
accumulation in OVX animals.

Hepatic fat accumulation seems to be triggered by changes
in expression of genes that increase lipid synthesis and reduce
lipid oxidation in the liver (Paquette et al. 2008; Pighon et al.
2011). Nearly all transcription factor families contribute to
lipid regulation, but only a few of them have a clear pre-
dominant role (Desvergne et al. 2004; Kohjima et al. 2007).
Among these transcription factors, peroxisome proliferator-
activated receptors (PPARs) and sterol regulatory element-
binding proteins (SREBPs) are instrumental in hepatic lipid
regulation (Desvergne et al. 2004; Kohjima et al. 2007).

PPARs are members of the superfamily of nuclear
receptors, essentially recognized by their role as lipid
sensors and regulators of lipid metabolism (Desvergne and
Wahli 1999; Desvergne et al. 2004). Among the three
identified isotypes (PPARa, PPAR 56 and PPARy), PPAR«
is highly expressed in tissues with high rates of fatty acid
(FA) oxidation. It is activated by synthetic agonists such as
fibrates or by natural agonists such as FA or eicosanoids
(Minnich et al. 2001). The physiological role of PPARx
lies on the mediation of metabolic responses to fasting.
Upon activation, PPARa up-regulates genes involved in
cellular FA uptake and transport, as well as peroxisomal,
mitochondrial and microsomal FA oxidation, ketogenesis
and gluconeogenesis (Mandard et al. 2004). The carnitine
palmitoyltransferase I (CPT-I) is among the genes regu-
lated by PPARo, which catalyzes the transfer of FA from
acyl-coenzyme A to carnitine, allowing the initial transport
of fatty acids into mitochondria for f-oxidation (Minnich
et al. 2001). Furthermore, the enzyme hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase (HAD), which is also regulated by PPAR«,
catalyzes oxidation of hydroxyacyl-CoA to ketoacyl-CoA,
and passes the hydrogen to NAD" (Mandard et al. 2004).

SREBPs, conversely, are a group of membrane-bound
transcription factors that regulate the expression of the
genes involved in the production and uptake of cholesterol,
fatty acids, triacylglycerol (TAG), phospholipids and low-
density lipoprotein receptor (Horton 2002; Ferré and
Foufelle 2007). Three members of the SREBP family have
been described in mammals, SREBP-1a, -1c and -2 (Ferré
and Foufelle 2007). SREBP-I1c transcriptionally activates
genes required for lipogenesis. Among the genes regulated
by SREBP-Ic is the acetyl-coenzyme A carboxylase
(ACC), which promotes the carboxylation of acetyl-coen-
zyme A to form malonyl-coenzyme A, and the enzyme
stearoyl coenzyme A desaturase-1 (SCD-1) that appears to
represent a pivotal control point in lipid homeostasis
(Sampath and Ntambi 2006). SCD-1 catalyzes a rate-lim-
iting step in the biosynthesis of monounsaturated fats,
which are required for both TAG synthesis and very low-
density lipoprotein production (Cohen et al. 2002, 2003).

@ Springer

Changes in the expression of PPARo and SREBP-1¢ and
their downstream enzyme contribute to hepatic steatosis,
which highlights their significant role in hepatic lipid
homeostasis (Kohjima et al. 2007; Paquette et al. 2008;
Pettinelli et al. 2009; Pighon et al. 2011). Thus, to elucidate
interventions that restore the expression of genes involved
in hepatic fat accumulation becomes an important target of
research.

Among exercise interventions, RT has been shown as
being efficient in reducing liver fat accumulation (Corri-
veau et al. 2008; Leite et al. 2009; Pighon et al. 2009).
Nevertheless, the role of RT over gene expression of
molecules related to fat oxidation (PPAR«, CPT-I and
HAD) and lipogenesis (SREBP-1c, ACC and SCD-1) in the
liver in OVX rats remains unclear. Therefore, it is impor-
tant to perform experiments to elucidate how resistance
training influences gene expression of molecules related to
hepatic lipid metabolism in OVX rats.

In view of the above-mentioned concerns, our hypoth-
esis was that both the RT and ovarian hormones would
alter gene expression of molecules related to hepatic lipid
metabolism, and that RT in OVX would restore the gene
expression of these molecules. Thus, the aim of this study
was to investigate the effects of OVX and RT over the gene
expression of molecules related to fat oxidation and lipo-
genesis in the rat liver.

Methods
Animals

Twenty-four female Sprague-Dawley rats from the
breeding colony of the State University of Sao Paulo
(UNESP, Araraquara, Brazil) with an initial weight of
approximately 220 £ 12 g were used. The animals had
free access to water and chow and were kept in collective
cages (three rats per cage) at a constant temperature of
22 + 2°C, and had a 12-h light/12-h dark cycle, with light
from 1 am. to 1 p.m. All the animals were fed with
commercial rodent chow. The food intake was monitored
daily over the entire experimental period.

The research was approved by the Committee of
Experimental Animals from the Federal University of Sdo
Carlos (Protocol no. 008/2010). All animal procedures
were conducted in accordance with the Guide for Care and
Use of Laboratory Animals (National Research Council
1996).

Experimental groups

The rats were randomly distributed into four experimental
groups (six animals per group): (i) sham-operated
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sedentary (Sham-Sed), (ii) ovariectomized sedentary (Ovx-
Sed), (iii) sham-operated resistance training (Sham-Rt) and
ovariectomized resistance training (Ovx-Rt). The sedentary
animals (Sham-Sed and Ovx-Sed) were kept in their cages
over the whole experimental period without any type of
exercise. The OVX animals (Ovx-Sed and Ovx-Rt) had
their ovaries removed. The trained animals (Sham-Rt and
Ovx-Rt) performed 10 weeks of resistance training. The
training started at the same time for each group and is
described below. The animals were killed 48 h after the
last resistance exercise session.

Ovariectomy and sham operation

Ovariectomy and sham operations were performed when
the rats reached 250 g of body mass, according to the
technique described by Kalu (1991). For the surgery, rats
were anesthetized with a mixture of ketamine—xylazine
(61.5-7.6 mg/kg, intraperitoneally). The sham-operated
rats underwent the surgical procedure, but did not have
their ovaries removed. The OVX animals had their ovaries
removed. All animals that underwent surgery procedures
had 3 weeks of recovery. All animals had the same expo-
sure time to the surgical procedures until the date of killing
(92 days).

Resistance exercise training

During the 10 weeks of resistance training, climbing ses-
sions were performed three times a week. Initially, the rats
were adapted to the resistance training protocol, which
required that the animals climbed a vertical ladder
(1.1 x 0.18 m, 2 cm grid, 80° incline) with weights
attached to their tails. The size of the ladder induced the
animals to perform 8-12 movements per climb. The load
apparatus was attached to the tail by wrapping the proximal
portion of the tail with a self-adhesive foam strip. A Velcro
strap was wrapped around the foam strip and fastened.
With the load apparatus attached to the tail, each rat was
placed at the bottom of the ladder and familiarized with
climbing. If necessary, a stimulus with tweezers was
applied to the animal’s tail to initiate the movement. At the
top of the ladder, the rats reached a housing chamber
(20 x 20 x 20 cm), where they were allowed to rest for
120 s. This procedure was repeated until the rats would
voluntarily climb the ladder for three consecutive times,
without stimulus.

The first training session started 3 days after this
familiarization. It consisted of four to eight ladder climbs
while carrying progressively heavier loads. The initial
climb consisted of carrying a load that was 75% of the
animal’s body mass. After this, a series of additional 30-g
weights were added until the load did not allow the animals

to climb the entire length of the ladder. Failure was
determined when the animal could not progress up the
ladder after three successive stimuli on the tail with
tweezers. The highest load successfully carried over the
whole length of the ladder was considered as the rat’s
maximal carrying capacity for that training session.

The next training sessions consisted of four ladder
climbs with 65, 85, 95 and 100% of the rat’s previous
maximal carrying capacity, determined in the previous
session. During subsequent ladder climbs, an additional
30-g load was added until a new maximal carrying capacity
was determined. The resistance training protocol was
adapted from Hornberger and Farrar (2004), according to
the needs of the current research.

Tissue sampling

Several organs and tissues were removed in the following
order: liver, uterus, mesenteric, urogenital and retroperi-
toneal fat depots. Subsequently, five skeletal muscles of the
right hind limb (soleus, plantaris, gastrocnemius, extensor
digitorum longus and tibialis anterior) were rapidly
removed and weighed. Finally, the right femur wet weight
was obtained following a short boiling period in a 10%
KOH solution to remove the surrounding tissue. The liver
median lobe was processed to determine and quantify the
messenger RNA (mRNA). All tissue samples were
weighed, immediately frozen in liquid nitrogen, and stored
at —80°C until further analysis.

Isolation of RNA and quantitative real-time (RT)
polymerase chain reaction (PCR)

Total RNA was extracted from frozen liver tissue with the
use of Trizol reagent (Invitrogen Corporation, California,
USA) according to the manufacturer’s specifications. The
integrity and quality of the purified RNA were analyzed by
formaldehyde denaturing agarose gel electrophoresis and
measurement of the A,gop/Asgo ratio. To remove genomic
DNA, total RNA (1 pg) from each sample was treated with
deoxyribonuclease I (DNase I; Invitrogen Corporation,
California, USA) under a standard protocol according to the
manufacturer’s specifications. Treated RNA was reverse
transcribed into cDNA using M-MLYV reverse transcriptase
(Promega Corporation, Madison, WI, USA). For the quan-
titative RT-PCR procedure, 20 ng of cDNA and 0.5 pM of
each primer were used in 25-uL volume system containing
SYBR Green PCR Master Mix (Fermentas). All the samples
were analyzed in duplicate. The gene-specific primers were
purchased from Invitrogen Life Technologies, Inc., and are
listed in Table 1. The thermal cycling program was 95°C
for 10 min, followed by 40 cycles of 94°C for 15 s,
57-61°C for 30 s, and 72°C for 60 s. Following PCR, the
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Table 1 Oligonucleotide primers used for quantitative RT-PCR

Genes Sense primer (5'-3') Antisense primer (5'-3") Accession no.
SREBP-1c TGCCCTAAGGGTCAAAACCA TGGCGGGCACTACTTAGGAA L16995.1

ACC ACAGAGATGGTGGCTGATGTC GATCCCCATGGCAATCTG NM_022193.1
SCD-1 TGCTGATGTGCTTCATCCTG GGGAAACCAGGATATTCTCC NM_009127.4
PPAR-a TCGGAGGGCTCTGTCATC CATCTGTACTGGTGGGGACA NM_013196.1
CPT-1 ACGTTGGACGAATCGGAGC AAAGCATCTTCCATGCAGCAG NM_031559.2
HAD GGCTGCATGAGCGAGGCGAT TGGGATACCCGGCTCCCAGC NM_057186.1
GAPDH GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA NM_017008.3

SREBP-Ic sterol regulatory element-binding protein-lc, ACC acetyl-CoA carboxylase, SCD-1 stearoyl CoA desaturase-1, PPAR-o peroxisome
proliferator-activated receptor-a, CPT-1 carnitine palmitoyltransferase I, HAD hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, GAPDH glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase

melting curve was completed to ensure that only one PCR
product was amplified per reaction.

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
was used as an endogenous control. The relative expression
of the quantitative RT-PCR products was determined by
the AACt method. This method calculates the relative
expression using the equation: fold induction = p-lAacy
where Ct = the threshold cycle, i.e., the cycle number at
which the sample’s relative fluorescence increases to more
than the background fluorescence, and AACt = [Ct gene of
interest (unknown sample) — Ct GAPDH (unknown sam-
ple)] — [Ct gene of interest (calibrator sample) — Ct
GAPDH (calibrator sample)].

Statistical analysis

All data were presented as means =+ standard error of the
mean (SEM). Initially, the statistical analysis was done
both by Kolmogorov—Smirnov normality test and homo-
scedasticity. A two-way analysis of variance (ANOVA)
test was used to compare the variables resistance training
with ovariectomy. Fisher’s post hoc test was used in the
event of a significant (P < 0.05) ratio.

Results

Ovariectomy in rats resulted in higher body weight
(P < 0.05), daily food intake, and urogenital, mesenteric
and retroperitoneal fat depot weights (P < 0.05) when
compared with sham-operated rats (Table 2). However,
mesenteric and retroperitoneal fat depot weights were
lower (23 and 29%, respectively) in Ovx-Rt than in Ovx-
Sed rats. Furthermore, OVX resulted in lower femur (15%;
P < 0.05) and uterus weights (74%; P < 0.05), indicating
the physiologic effects of ovariectomy (Table 2). Never-
theless, Sham-Rt group presented higher femur weight (8,
27, and 17%; P < 0.05) than Sham-Sed, Ovx-Sed and Ovx-
Rt groups, respectively. When compared, Ovx-Rt group
presented higher femur weight (9%; P < 0.05) than the
Ovx-Sed group. There was no difference in the sum of the
weights of the five muscles between the four groups.

For the maximal workload during the 10-week training,
there was no interaction between group and time, indicat-
ing that the Sham-Rt and Ovx-Rt groups increased their
maximal carrying load capacity by the same amount during
the training (Fig. 1). The workloads increased after weeks
5 and 10 (compared with week 1), and after week 10

Table 2 Effects of ovariectomy and resistance training on anthropometric parameters

Sham-Sed Ovx-Sed Sham-Rt Ovx-Rt

Body weight (g) 337.11 £ 8.13 401.93 + 4.60" 308.94 + 5.17*° 370.38 4 5.89%"¢
Food intake (g/d) 20.58 + 0.18 23.15 £ 0.18" 19.61 & 0.14*° 21.44 £ 0.19*"¢
Urogenital fat weight (g) 8.52 £ 0.89 11.03 £+ 1.84* 6.40 + 0.75° 9.12 £ 0.18
Mesenteric fat weight (g) 428 +0.34 6.72 £ 0.81° 4.00 £ 0.47° 5.18 £ 0.27°
Retroperitoneal fat weight (g) 3.26 £ 0.30 4.84 + 0.45° 2.67 + 0.34° 3.45 + 0.07°
Leg muscles weight (g/100 g BW) 0.93 £ 0.01 0.86 £+ 0.02 0.94 + 0.03° 0.89 £ 0.02
Uterus weight (g) 0.68 &+ 0.02 0.18 £ 0.01* 0.64 + 0.04° 0.15 £+ 0.00™¢
Femur weight (g/100 g BW) 0.264 £+ 0.004 0.223 £ 0.006" 0.285 + 0.008*" 0.244 + 0.006>°

Values are mean =+ standard error of the mean; n = 6 rats per group.
* significantly different from Sham-Sed (p < 0.05)

" significantly different from Ovx-Sed (p < 0.05)

¢ significantly different from Sham-Rt (p < 0.05)
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BW indicates body weight
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Fig. 1 The sham-operated resistance training (Sham-Rt) and ovari-
ectomized resistance training (Ovx-Rt) groups’ maximal workload at
weeks 1, 5 and 10. Values are presented as mean + SEM; p < 0.05
(n = 6 each group). a statistically significant difference compared
with week 1, b statistically significant difference between weeks 5
and 10

(compared with week 5) (Fig. 1). Nevertheless, there was
no difference in maximal load between the two chronically
resistance trained groups within the 10-week period.

RT-PCR analysis showed higher (P < 0.05) gene
expression of hepatic lipogenic transcription factor
SREBP-1c (106%; Fig. 2a), as well as of its downstream
targets, ACC (72%; Fig. 2b) and SCD-1 (109%; Fig. 2c¢),
in Ovx-Sed than in Sham-Sed rats. These Ovx-induced
higher lipogenic gene expressions were totally prevented
by resistance training, with the exception of the ACC.
However, gene expression of ACC and SCD-1 was higher
(108 and 266%, respectively; Fig. 2b, ¢) in Ovx-Rt than in
Sham-Rt rats. Sham-Rt group showed a decrease (75%;
Fig. 2c) in SCD-1 gene expression than Sham-Sed group,
indicating the potential benefits of resistance training as an
alternative strategy to control the effects of ovariectomy on
SCD-1 gene expression.

Results from RT-PCR showed lower (P < 0.05) gene
expression of molecules related to fat oxidation, CPT-I
(53%; Fig. 3b), and HAD (27%; Fig. 3c), in Ovx-Sed
than in Sham-Sed rats. These Ovx-induced lower gene
expressions molecules related to fat oxidation were totally
prevented by resistance training. Gene expression of
PPARa was not altered by OVX. Nevertheless, resistance
training increased the gene expression of PPAR« (170%;
Fig. 3a), but the hepatic oxidative transcription PPAR«
mRNA was higher (56%; Fig. 3a) in Sham-Rt than in
Ovx-Rt rats.

Discussion

The main finding of the study was that estrogen deficiency
associated with ovariectomy decreased the gene expression
of molecules related to fat oxidation, CPT-I (53%) and
HAD (27%), and increased the molecules related to lipo-
genesis, SREBP-1c (106%), ACC (72%) and SCD-1
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Fig. 2 mRNA expression of hepatic sterol-regulatory element-bind-
ing protein lc (SREBP-1c) (a), acetyl-coenzyme A carboxylase
(ACC) (b), and stearoyl CoA desaturase 1 (SCD-1) (¢) in sham-
operated sedentary (Sham-Sed), ovariectomized sedentary (Ovx-Sed),
sham-operated resistance training (Sham-Rt) and ovariectomized
resistance training (Ovx-Rt) groups. Values are presented as
mean + SEM; p < 0.05 (n = 6 each group). a statistically significant
difference compared with Sham-Sed, b compared with Ovx-Sed,
¢ compared with Sham-Rt

(109%). Moreover, the respective reduced and increased
expression of these genes was restored with resistance
training, with the exception of the ACC. Although there
was a 25% decrease in gene expression of ACC in the
OVX-Rt group compared to the OVX-Sed group, this
decrease was not statistically significant, perhaps because
of the sample size or the size of the group OVX-Sed
standard error of mean. Despite not being significant, we
believe that this result has a clinical significance, which
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Fig. 3 mRNA expression of hepatic peroxisome proliferator-acti-
vated receptor o (PPAR-a) (a), carnitine palmitoyltransferase I (CPT-
1) (b), hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (HAD) (¢) in sham-operated
sedentary (Sham-Sed), ovariectomized sedentary (Ovx-Sed), sham-
operated resistance training (Sham-Rt) and ovariectomized resistance
training (Ovx-Rt) groups. Values are presented by means + SEM;
p <0.05 (n = 6 each group). a statistically significant difference
compared with Sham-Sed, b compared with Ovx-Sed, ¢ compared
with Sham-Rt

shows the benefits of resistance training. Thus, our initial
hypothesis was confirmed.

There is strong evidence that liver fat accumulation in
ovariectomized rats is associated with increased food
intake (Latour et al. 2001; Shinoda et al. 2002; Paquette
et al. 2008), imbalance among pathways of liver uptake,
synthesis and oxidation (Barsalani et al. 2008; Paquette
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et al. 2008, 2009), as well as decreased liver fatty acid
oxidation (Paquette et al. 2008, 2009). However, there is
also evidence that resistance training reduces hepatic fat
(Corriveau et al. 2008; Leite et al. 2009; Pighon et al.
2009). Based on the results of our study, pathways of lipid
metabolism are disturbed in the absence of estrogens,
leading to fat accumulation in the liver of Ovx rats. Con-
sequently, Ovx-induced hepatic fat accumulation cannot be
totally attributed to the increased food intake (Pighon et al.
2011).

Kinetic studies in human subjects indicate that approx-
imately 26% of hepatic triacylglycerol accumulation can be
accounted for by de novo lipogenesis (Donnelly et al.
2005). Therefore, it has been assumed that the enhance-
ment of de novo lipid synthesis is a primary disorder in
hepatic steatosis that is tightly stimulated by molecules that
regulate hepatic fat accumulation, such as the transcription
factor SREBP-1c and the ACC downstream enzyme
(Kohjima et al. 2007; Paquette et al. 2008; Pettinelli et al.
2009; Pighon et al. 2011). Likewise, SCD-1 is an enzyme
that represents a pivotal control point in lipid homeostasis
by catalyzing a rate-limiting step in the biosynthesis of
saturated-derived monounsaturated fats, which are required
for triacylglycerol synthesis (Cohen et al. 2002, 2003).
Recently, it was reported that ovariectomy increased
SREBP-1c (Paquette et al. 2008; Pighon et al. 2011), ACC
(Pighon et al. 2011) and SCD-1 (Paquette et al. 2008;
Pighon et al. 2011) and decreased PPAR« (Paquette et al.
2008; Pighon et al. 2011), which is an important tran-
scription factor involved in fatty acid oxidation. The
present results complement these previous findings by
showing that the gene expression of molecules related to
fatty acid oxidation, such as CPT-I and HAD, is decreased
in ovariectomized rats.

However, the main contribution and original finding of
our study is that resistance training counteracted these
hepatic molecular disturbances by canceling the increase in
lipogenic molecules, such as SREBP-1c, and SCD-1, and
decreasing the molecules related to fat oxidation such as
CPT-I and HAD transcripts in ovariectomized rats. These
molecular responses strongly suggest that resistance train-
ing depresses lipogenesis in the liver of ovariectomized rats
and can be a possible mechanism that contributes to the
decrease in liver fat accumulation, as reported previously
(Corriveau et al. 2008; Leite et al. 2009; Pighon et al.
2009). These studies, however, did not provide any
mechanistic information on the action of resistance training
in preventing liver fat accumulation in OVX animals.

Corriveau et al. (2008) and Pighon et al. (2009) found
that resistance training attenuated adipose tissue and fat
accumulation in the liver after a food restriction period in
ovariectomized rats. In this sense, there is growing evi-
dence that resistance training stimulates lipid oxidation in
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the liver due to the activation of the AMP-activated protein
kinase (AMPK) pathway (Lavoie and Gauthier 2006;
Corriveau et al. 2008) and downregulation of lipogenic
enzymes by hepatic gene expression. A major regulator of
fatty acids synthesis is SREBP-1c (Kohjima et al. 2008), a
positive regulator of the expression of genes encoding
lipogenic enzymes including ACC, SCD-1 and fatty acid
synthase (Shimano 2001; Sampath and Ntambi 2006). It is
known that SREBP-1c is negatively regulated by AMPK
(Zhou et al. 2001; Kohjima et al. 2008; Oikari et al. 2008).
Thus, it is tempting to speculate that resistance training
could induce AMPK activation with a decrease in the
expression of transcription factors related to lipogenesis,
improving liver fat oxidation and consequently reducing
liver lipid content (Leite et al. 2009).

Yasari et al. (2010) found that endurance training
resulted in an important decrease (~ 80%) in hepatic SCD-
1 mRNA levels, in both standard diet and high-fat diet-fed
rats. Protein quantification by Western blot analysis con-
firmed the results obtained by RT-PCR for SCD-1. The
authors emphasize that the recent finding of a reduction in
SCD-1 gene expression in liver with exercise training
indicates that this effect is an adaptation that may be
associated with chronic exercise, which is manipulation of
the natural environmental known to favor the proper reg-
ulation of lipid metabolism.

In another study, Pighon et al. (2011) concluded that
exercise training reduces fat accumulation in the liver of
ovariectomized rats possibly through regulation of key
molecules involved in lipogenesis and lipid oxidation. RT-
PCR analysis showed higher gene expression of hepatic
lipogenic transcription factors SREBP-1c (57%), SCD-1
(87%), and carbohydrate response element-binding protein
(ChREBP) (63%), as well as ACC (68%) mRNA levels, in
Ovx than in Sham rats. These Ovx-induced higher lipo-
genic gene expressions were totally prevented either by E2
(17 B-estradiol) replacement or by endurance training.
Conversely, the hepatic oxidative transcription factor
PPAR-oc mRNA was lower (31%) in Ovx than in Sham
rats. Again, lower PPAR-o mRNA levels were reestab-
lished in OvxE2 animals and OvxTr rats, confirming pre-
vious reports that 17f-estradiol supplementation and
endurance exercise training prevent the accretion of lipids
in the liver of Ovx rats (Paquette et al. 2008, 2009; Pighon
et al. 2010). The present study showed that the changes
induced by ovariectomy in the expression of genes
involved in hepatic lipid metabolism may be counterbal-
anced through resistance training.

In summary, the present study is the first to demonstrate
that resistance training counteracts the molecular hepatic
disturbances induced by ovariectomy on hepatic lipid
metabolism, clearly indicating the potential benefits of
resistance training as an important alternative strategy to

control the effects of menopause and ovariectomy on the
expression of genes which encode enzymes involved in
hepatic lipid metabolism. Therefore, we conclude that
estrogen deficiency associated with ovariectomy changes
the expression of genes that favor the development of a
steatotic phenotype, which can be counteracted through
resistance training. We suggest further studies with
17 f-estradiol replacement to confirm these positive effects
of resistance training on the expression of these genes.
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