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RESUMO

A deficiéncia de estrogénio esta associada ao aumento do estresse oxidativo (EO),
que por sua vez, estad envolvido na fisiopatologia de doencas como a esteatose
hepética (EH). O treinamento resistido (TR) pode diminuir o dano oxidativo ao
promover uma regulacdo ascendente no sistema de defesa antioxidante. Sendo
assim, o objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos do TR em marcadores do
EO no figado de ratas ovariectomizadas (Ovx). Ratas Sprague-Dawley adultas foram
divididas em 4 grupos (n = 8 por grupo): sham operado sedentario (Sham-Sed), Ovx
sedentario (Ovx-Sed), Sham-Tr e Ovx-Tr. Durante o periodo de 10 semanas, 0s
animais escalaram uma escada vertical de 1,1 m com pesos atados em suas
caudas. As sessdes foram realizadas trés vezes na semana, com 4-9 escaladas por
sessdo de treino. O EO foi avaliado por meio dos niveis de glutationa reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG), atividade enzimética da catalase (CAT) e superédxido
dismutase (SOD), peroxidacdo lipidica (PL), concentracdo de vitamina E e
expressao génica da glutationa peroxidase (GSH-Px). A deficiéncia de estrogénio
associada a Ovx diminuiu a relacdo (GSH/GSSG) (28%), concentracdo de vitamina
E (44,7%), expressao génica da GSH-Px (49%). Por sua vez, o TR induziu
mudancas negativas no balango antioxidativo/oxidativo hepatico como evidenciado
pelo aumento dos niveis de TBARS (30%), bem como diminuicdo da razéo
GSH/GSSG (19%) e concentracdo de vitamina E (35%). Estes dados indicaram que
o treinamento resistido adotado ndo reverteu o dano oxidativo hepético causado pela
OVXx, e além disso, aumentou o estresse oxidativo hepético.

Palavras-chave: Ovariectomia. Treinamento resistido. Estresse oxidativo. Esteatose

hepética.






ABSTRACT

Estrogen deficiency is associated with increased oxidative stress (OS), which in turn
is involved in the physiopathology of diseases such as fatty liver disease (NAFLD).
Resistance training (RT) may reduce the oxidative damage by promoting an up-
regulation in the antioxidant defence system. Therefore, this study aimed to assess
the effects of RT on OS markers in the liver of ovariectomized rats (Ovx). Adult
Sprague-Dawley rats were divided into four groups (n = 8 per group): sham-operated
sedentary (Sham-Sed), ovariectomized sedentary (Sed-Ovx), sham-operated
resistance training (Sham-Rt) and ovariectomized resistance training (Ovx-Rt).
During a 10-week RT period, the animals climbed a 1.1 m vertical ladder with weights
attached to their tails; the sessions were performed three times a week, with 4-9
climbs and 8-12 dynamic movements per climb. The OS was measured by levels of
reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG), the enzymatic activity
of catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD), the lipid peroxidation (LP), the
concentration of vitamin E and gene expression of glutathione peroxidase (GSH-PXx).
The estrogen deficiency associated with Ovx decreased in the GSH/GSSG ratio
(28%), vitamin E concentration (45%), and gene expression of GSH-Px (49%).
Moreover, the training induced negative changes in the hepatic anti-
oxidative/oxidative balance, as evidenced by the increased TBARS levels (30%), as
well as decreased GSH/GSSG ratio (19%) and vitamin E concentration (35%). These
data indicate that the RT program adopted did not reverse the hepatic oxidative

damage caused by Ovx; indeed, it increased hepatic OS.

Keywords: Estrogen. Resistance exercise. Oxidative damage. Hepatic steatosis.
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1 Introducéo

1.1 Estrogénio como antioxidante

A ovariectomia (Ovx) em ratas (modelo utilizado para mimetizar a menopausa em
mulheres) estd associada a um declinio natural do estrogénio que promove
alteracdes metabdlicas importantes como redistribuicdo de gordura subcutanea para
a area visceral, aumento do risco de doenga cardiovascular, diminuicdo da
densidade mineral éssea, massa muscular e for¢a, ocasionando uma diminuicdo na
qualidade de vida (BROWN, 2008; KRAMER, P.; KRAMER, S.; GUAN, 2004,
MALTAIS; DESROCHES; DIONNE, 2009; TURGEON, 2006). Com o inicio da
menopausa € também esperado um aumento do estresse oxidativo (EO)
caracterizado por um desequilibrio entre a producdo de oxidantes e as defesas
antioxidantes (SIGNORELLI et al., 2006).

Neste contexto, estudos mostram os niveis dos marcadores de EO mais
elevados e a capacidade antioxidante diminuida, em mulheres na menopausa que
ndo fazem uso de terapia de reposicdo hormonal (TRH) quando comparadas a
mulheres na pré-menopausa (BAEZA et al., 2010; SIGNORELLI et al., 2006). Uma
das explicacBes para este aumento do EO nestas mulheres esté relacionada com o
ganho de massa corporal e aumento da inflamacdo (WING et al., 1991). Outra
hipétese direciona-se para o papel que o estrogénio desempenha contra o EO, por
atuar como antioxidante que depende ndo sé da sua natureza hidrofilica e lipofilica,
mas da sua estrutura hidrofendlica, que pode doar atomos de hidrogénio para uma
molécula instavel, como o radical peroxil (LOOH), tornando-o um radical menos
lesivo, terminando assim com a rea¢do em cadeia da lipoperoxidacao (LPO). Assim,
o estrogénio age como neutralizador de radical livre (RL). Este papel é uma
atividade antioxidante per se, ou seja, do proprio horménio (SIGNORELLI et al.,
2006; VINA et al., 2003).

Topcuoglu et al. (2009) demonstraram um extenso dano protéico oxidativo em
um modelo de deficiéncia de estrogénio. Entretanto, a suplementacdo de uma
combinacdo de varias combinacfes de estrogénio-progestina aliviou parcialmente

estas anormalidades e restaurou a homeostase redox de proteinas apdés a Ovx,
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sugerindo que o estrogénio desempenha um importante papel no sistema de defesa
antioxidante no plasma, figado e cérebro. Massafra et al. (1997) verificaram que 0s
aumentos dos picos de estrogénios ao longo do ciclo menstrual, aumentaram a
atividade da GSH-Px eritrocitaria, o que nédo ocorre no periodo em que ha baixa
concentracéo do horménio

O estrogénio, além de agir como antioxidante direto, pode também ativar
receptores, modular neurotransmissores e aumentar a sintese de mediadores
vasoativos derivados do endotélio. Borras et al. (2005) testaram o efeito do estradiol
e do tamoxifen, um antagonista do receptor de estrogénio nos niveis de H,O,, em
uma linhagem de células tumorais maméarias (MCF-7) e observaram que o estradiol
causa uma diminuicdo significativa nos niveis de H»0,, enquanto o tamoxifen
bloqueia este efeito. Além disso, estes efeitos benéficos do estrogénio parecem
estar relacionados ao aumento da expressao de enzimas antioxidantes (Vifia et al.,
2003) como a superoxido dismutase dependente de manganés (MnSOD) e
glutationa peroxidase (GSH-Px) (Figura 1). Isto se d& por meio da interacdo do
horm6nio com o receptor de membrana, ativacdo da quinase ativada por mitdgeno
(MAP quinase) e ativacdo do NF-kappa B (BORRAS et al., 2005; GOMEZ-
CABRERA; DOMENECH; VINA, 2008).
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FEMEAS

MACHOS

Figura 01 - O estrogénio protege contra o dano oxidativo causado por EROS por meio da regulacédo
de genes antioxidantes
Fonte: Adaptado de Vifa et al. (2003)

1.2 O papel do estrogénio no figado e arelagcdo com o EO

O figado é um grande grupamento celular quimicamente ativo que realiza
uma miriade de funcdes metabdlicas, dentre elas a detoxificacdo e excre¢do na bile
de diversas drogas e horménios (ALISON, 2004). Possui uma taxa mitotica alta que
confere a este tecido uma extraordinaria capacidade de se restaurar apdés uma
significativa perda de tecido hepatico. O controle dessa rapida regeneracdo é
atribuido em parte ao fator de crescimento dos hepatdcitos (FCH) que parece estar
envolvido na divisdo e crescimento das células hepaticas (BLACK, 2004).

J& esta bem estabelecido que a diminuicdo dos horménios ovarianos, em
particular do estrogénio, promove inUmeras alteracdes metabdlicas importantes no
figado, tais como acumulo de gordura, diminuicdo da oxidacdo de acidos graxos,
aumento do LDL-c e diminui¢cdo do colesterol total e HDL (DOMINGOS et al., 2012.,
LEITE et al., 2009; WALSH et al., 1991).

Yasuda et al. (1999) , em um modelo de EH, verificaram uma resposta
fibrética mais pronunciada no figado de machos do que de fémeas e o tratamento
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com estradiol resultou na supressdo da fibrose hepéatica de maneira dose-
dependente pela diminuicdo do conteldo de coldgeno e acido ribonucléico
mensageiro (RNAmM) de pro-colageno tipo | e lll, indicando um papel benéfico do
estradiol no figado. Corroborando com estes achados, Nguyen et al. (2001)
demonstraram uma possivel participacdo do estrogénio na fisiopatologia da EHNA,
pela constatacédo de que mulheres portadoras de cancer de mama que receberam
tratamento com tamoxifen, tiveram aumento na prevaléncia de acumulo de gordura
intra abdominal, da EH e EHNA.

Estudos recentes, baseados em populagdes, tém demonstrado aumento na
prevaléncia de doencgas hepaticas tais como a esteatose hepatica ndo alcodlica (EH)
em homens e também em mulheres pés-menopausicas (GUTIERREZ-GROBE et al.,
2010). A EH é uma condicdo crbnica caracterizada por acumulo de gordura no
parénquima hepatico, acometendo individuos que n&o possuem historico de
ingestdo excessiva de alcool. O espectro desta doenca varia de esteatose simples
para esteato - hepatite ndo alcodlica (EHNA), fibrose, cirrose e eventualmente
carcinoma hepatico (GUTIERREZ-GROBE et al.,, 2010; KOEK; LIEDORP; BAST,
2011).

No figado estdo presentes proteinas e enzimas com grande capacidade
antioxidante, e tem sido proposto que o EO induzido pela producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) esta relacionado com a fisiopatologia da EH e EHNA
(ALBANO et al., 2005; GUTIERREZ-GROBE et al., 2010; KOEK; LIEDORP; BAST,
2011) (Figura 2).

As consequéncias do EO sdo peroxidacao lipidica (PL) nas membranas
celulares, proteinas e DNA dos hepatécitos, ativacdo das células estelares levando a
fibrose, inflamacéo crénica e apoptose (KOEK; LIEDORP; BAST, 2011), a0 mesmo
tempo em que a capacidade antioxidante total enzimatica e ndo enzimatica néo é
capaz de mitigar estes efeitos (KOEK; LIEDORP; BAST, 2011; OMOYA et al., 2001).
O estrogénio € um potente antioxidante endégeno envolvido na diminuicdo da PL e
da fibrose hepatica em modelos animais e possivelmente esse é um dos
mecanismos responsaveis pelo aumento da prevaléncia de EH em mulheres pos-
menopausicas (OMOYA et al., 2001).
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1.3 Estresse oxidativo

O termo estresse oxidativo foi definido pela primeira vez em 1985, como
sendo um disturbio no balanco pr6 — oxidante — antioxidante a favor do primeiro
(SIES; CADENAS, 1985). Embora esta definicao tenha sido amplamente utilizada
durante duas décadas, a definicdo de EO pode futuramente sofrer modificacdes,
devido a complexidade do estado redox. Além disso, argumenta-se nos ultimos anos
a importancia de verificar os detalhes moleculares que estdo envolvidos nesta
condi¢céao (JONES, 2006).

Em geral, marcadores confiaveis do EO devem obedecer a algumas
caracteristicas como serem quimicamente detectaveis, terem uma meia vida
relativamente longa, ndo terem interferéncias de outros processos celulares como
(ciclo celular e metabolismo energético) e por fim serem passiveis de sofrerem
modificacdes, aumentos e diminuicées durante periodos de EO (HALLIWEL, 1994;
JONES, 2006) (Figura 3). Sendo assim, o EO nos sistemas biologicos pode ser
identificado por meio de quatros categorias de marcadores principais que possuem
as qualidades necessarias para que ocorra a deteccao desta condicao.

A primeira categoria de biomarcadores envolve a detec¢do de oxidantes. O
método possui limitacBes pelo fato dos radicais possuirem uma meia vida muito
curta e serem altamente reativos. Para tanto, geralmente sdo utilizadas sondas
fluorescentes ou armadilhas de spins que mensuram a produc¢éo oxidante da célula.
Entretanto, um aumento na producdo oxidante ndo necessariamente define a
condicao pré-oxidante do sistema em questdo (HALLIWEL,1994).

A segunda categoria de biomarcadores envolve a verificacdo nos niveis de
antioxidantes. Em teoria a diminuicdo de alguns antioxidantes como (glutationa,
acido ascorbico, alfa-tocoferol) significa que o sistema biolégico em questdo sofreu
ataque oxidativo. Apesar da verificagdo dos niveis de antioxidantes nos tecidos
serem extremamente utilizada o método possui limitagbes ja que outros fatores

podem influenciar estas medi¢cdes como dieta e alteracdes do metabolismo celular
(FINAUD; LAC; FILAIRE, 2006; HALLIWEL, 1994).

A terceira categoria de biomarcadores do EO envolve a verificagcdo de
moléculas oxidadas que sdo formadas pelo ataque de EROs a lipidios, proteinas e
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DNA (HALLIWEL, 1994; HWANG; KIM, 2007). A mensuracdo de proteinas
carboniladas (PC) geralmente é utilizada para verificar oxidagdo protéica;
isoprostanos, malondialdeido (MDA) séo sinais de PL e os niveis de bases oxidadas,
8-hidroxi- 2’- deoxiguanosina (8 OH-dG) avaliam a oxidacdo no DNA (HWANG; KIM,
2007).

E por fim, a quarta categoria de biomarcadores inclui a mensuragdo do
balanco redox celular. Para tanto, o marcador mais comumente utilizado € a razéo

GSH/GSSG que indica se houve uma producédo oxidante exacerbada por meio dos

niveis diminuidos de GSH e os niveis aumentados de GSSG (FINAUD, LAC;

FILAIRE, 2006; HALLIWELL, 1994). No entanto, a auto-oxidacao do tecido devido a

manipulacéo inadequada durante a remocao do mesmo pode afetar os resultados.

MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO

Oxidantes

Anions Superéxido Glutationa
Radical Hidroxila Ascorbato
Per6oxido de Hidrogénio Alfa-Tocoferol
Peroxinitro Capacidade Antioxidante
Outros radicais Total

Balanco Pro

Produtos de Oxidagao Oxidante/Antioxidante

Proteinas Carboniladas
Isoprostanos
8-OH —dG
Malondialdeido

Razao GSH/GSSG
Estado Redox da Cisteina

Figura 02 - As quatro classes de marcadores do estresse oxidativo em tecidos
Fonte: Adaptado de Powers e Jackson (2008)
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1.4 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Na CTE, o oxigénio molecular deve sofrer uma reducéo tetraeletronica estavel
catalisada pela enzima citocromo oxidase que condiciona a reacdo a ocorrer em
uma unica etapa e sem a formacao de intermediarios instaveis, em cerca de 95% do

oxigénio molecular, sendo reduzido a &gua no Complexo IV ou citocromo aa3.

O, +4e +4H" — > 2 H,0 + energia

Contudo, o O, possui uma tendéncia a sofrer redugdo monoeletrdnica,
recebendo um elétron por vez. Por isso, cerca de 5% do O, € reduzido no
andamento do metabolismo celular formando espécies reativas de oxigénio (EROS)
(TURRENS et al, 2003; YU, 1994). Sdo assim chamadas por possuirem elétrons de
valéncia desemparelhados, o que confere a estas moléculas elevada instabilidade e
alta reatividade, possuindo um tempo de vida fugaz na ordem de milésimos de
segundos. Apesar da breve existéncia possuem um tempo de vida livre, reagindo
com a matéria circundante na busca de estabilidade (YU, 1994).

O primeiro radical livre que se forma durante a conversdo univalente do
oxigénio é o radical superéxido (O,") (HALLIWELL, 1994).

Ote —» O

O superéxido ao receber mais um elétron e dois ions hidrogénio, forma
peréxido de hidrogénio (H.O,) por meio de um processo direto que ocorre com a
participacdo de oxidases ou por meio de um processo indireto chamado de
dismutacéo que é catalisado pelas duas isoformas da enzima superéxido dismutase:
cobre -zinco (CuzZn-SOD) que se encontra no citosol e manganés ( Mn-SOD) que se
situa na mitocéndria da célula (HALLIWELL, 1994; TURRENS, 2003).

20, +2H" —3°° __ , H,0,
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O H;0, é considerado um agente oxidante fraco. Em leucdcitos e
mieloperoxidases ocorre a sua transformacdo em &cido hipocloroso (HOCL), forte
oxidante fisioldgico e poderoso agente antimicrobiano (HALLIWELL, 1994).

Todavia, na presenca de metais de transicdo como o ferro e o cobre pode
sofrer quebra na ligacdo O-O, formando o radical hidroxil (OH"), um dos mais
potentes oxidantes porque tem a capacidade de atravessar a membrana e reagir
com biomoléculas como lipidios, proteinas e DNA causando efeitos prejudiciais aos
sistemas biolégicos (SJODIN et al., 1990; TURRENS, 2003). Esta reacdo que
envolve a formacdo do (OH’), a partir do H,O, é chamada de reacdo de Fenton,
descoberta no ano de 1834 (Reagéo 1).

Fe™ + 0, Cmrmrmmim > Fe™ +0;"
202.- + 2|_|+ A » O, + H>0,
Fe*" + H,0, . » Fe™™ + OH + OH'

O OH’ também pode ser formado a partir da reacdo do O, com o H,O; na

presenca de ions ferro ou cobre, via reacdo de Haber e Weiss (Reacéao 2).

I:e+++ + 02" L-r=-mi == > Fe++ + OZ
Fe™ + H,0, e > Fe™" + OH + OH’
0,” + H,0, e > O, +OH + OH

1.5 Efeitos bioldgicos das EROs

1.5.1 Efeitos positivos

A Figura. 03 mostra o envolvimento das EROS no crescimento e metabolismo
normais, seja atuando como mediadores de mecanismos protetores essenciais,
como a apoptose que elimina células cancerigenas, bem como outras células
prejudiciais ao nhosso organismo (SALGANIK, 2001), seja desempenhando um papel
essencial na contracdo muscular. Um modesto aumento de EROs nas fibras

musculares esqueléticas resulta em aumento na producdo de forca que € revertida
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com uma dose maior de EROs (POWERS; JACKSON, 2008; SALGANIK, 2001).
Ademais, as EROs estdo envolvidas no fenbmeno da imunidade, em patrticular pela
acao contra antigenos durante a fagocitose (SALDANIK, 2001).

1.5.2 Efeitos negativos

As EROs possuem a capacidade de oxidar os acidos graxos poliinsaturados
(PUFFA), fosfolipidios e colesterol que compdem a membrana celular levando a uma
alteracdo das propriedades funcionais e estruturais tais como a permeabilidade
seletiva. Esta incapacidade de manter o equilibrio hidroeletrolitico da célula acarreta
alteracdes na estrutura e permeabilidade na membrana celular com consequente
perda da seletividade das trocas idnicas bem como, liberacdo do contetudo de
organelas, podendo levar a apoptose da mesma (HWANG; KIM, 2007).

A PL é uma reacdo em cadeia, possuindo trés etapas bem definidas:
iniciacdo, propagacao e término.

Vale ressaltar que a PL é avaliada pela formacdo de subprodutos de baixo
peso molecular como o MDA que podem reagir com o acido tiobarbitarico (TBARS),

resultando na formacao de complexos coloridos que podem ser medidos por meio
de espectrofotometria (FINAUD, LAC; FILAIRE, 2006; HWANG; KIM, 2007).

As EROs podem oxidar proteinas que podem perder aminoacidos ou serem
fragmentadas, com consequente perda da sua funcionalidade. A oxidacdo de
proteinas e aminoacidos € acompanhada pelo aumento dos niveis relativos de
grupamento carbonila, o qual é geralmente utilizado como indice para a ocorréncia
de dano oxidativo (STADTMAN; LEVINE, 2000). Além disso, a maioria das proteinas
possui sitios de ligagdo com metais que por sua vez, € susceptivel a reacbes de
oxido - reducdo, resultando na degradacgéo, fragmentacdo ou mesmo alteragdo da
funcéo protéica (VALKO et al., 2006).

As EROs também tém a capacidade de alterar o sistema lisossomal e
proteossoma, as mais importantes vias envolvidas na degradacdo de proteinas
(STADTMAN; LEVINE, 2000).

O ataque oxidativo ao DNA ¢é atribuido a alguns mecanismos como a acao de

radiacao ionizante, fumo, inflamacg&o cronica, ou mesmo alguns tipos de exercicios.
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Estes ataques consistem em modificacdes nas bases purinicas e pirimidicas, danos
aos mecanismos de reparo, bem como quebras da cadeia do DNA, e como
consequéncia pode ocorrer mutagénese contribuindo para o0 cancer e
envelhecimento celular (SALGANIK, 2001; WALLACE, 2002) (figura 4).

Fontes Endégenas Antioxidantes Fontes Exégenas
Mitocdndria Sistema Enzimatico .
: SOD, CAT,GPX Luz Ultravioleta
Peroxissomas ) » S Radiacio
NADPH oxidase Sistema ndo Enzimatico <LelC
Glutationa, Vit E, Vit C Citocinas
ONOO- "Og ‘RO
Ha ‘NOp ‘
. - 'O
RO 02NO ‘OH 2

FUNGCOES FISIOLOGICAS
COMPROMETIDAS

!

CELULAR PROFILERATIVA
DEFESA CELULAR DEFICIENTE

Figura 03 - Respostas celulares a EROS
Fonte: Adaptado de Finkel e Holbrook (2000)

1.6 Sistema de defesa antioxidante

A protecdo contra os efeitos deletérios das EROs é dada por meio de um
sistema de defesa antioxidante que atua na neutralizacdo direta ou indireta destas
espécies, inibindo seus possiveis efeitos deletérios, prevenindo as reacdes em
cadeia da PL (YU, 1994). Isso ocorre por intermédio de alguns mecanismos de acao
que permitem denominar os antioxidantes de “scavenger” que atuam na
transformacdo das EROs, a fim de diminuir sua reatividade como os tocoferois e
enzimas antioxidantes e de “quencher”, quando ocorre neutralizagdo completa
destas espécies como o0 acido ascorbico. Estes antioxidantes podem advir da
alimentacao ou suplementagéo, classificando-se em enzimaticos, como o superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px) (Figura 5), e ndo

enzimaticos, como a vitamina E (tocoferol), vitamina A (retinol), vitamina C (acido
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ascorbico), flavonodides, tidis incluindo a glutationa (GSH), (ubiquinona Qio), &cido
arico, bilirrubina, ferritina e micronutrientes que atuam como co-fatores enziméticos
(ferro, cobre, selénio, zinco, manganés). A eficiéncia desse sistema depende de uma
correta ingestdo de vitaminas e micronutrientes e da producdo de antioxidantes

enddgenos, que pode ser alterada pelo exercicio fisico, treinamento, alimentagéo e

envelhecimento (FINAUD; LAC; FILAIRE, 2006; HALLIWELL, 1994).

1.6.1 Antioxidantes enziméaticos

A enzima superéxido dismutase (SOD) foi descoberta em 1969 pelos
pesquisadores McCord e Fridovich e é a primeira linha de defesa contra o EO. Esta
enzima catalisa a dismutacdo de (O,") e a formacdo de H,O, (MCCORD;
FRIDOVICH, 1969).

2 0"+ 2H* Sop H202 + O

Em mamiferos, existem trés tipos de isoformas da SOD (SOD1, SOD2 e
SOD3). Duas das isoformas da SOD sédo encontradas dentro das células, sendo a
terceira isoforma encontrada no espaco extracelular.

A SOD1 requer como cofator cobre-zinco e é principalmente localizada no
citosol e no espaco intermembrana mitocondrial. A SOD2 utiliza manganés como
cofator e esta localizada na matriz mitocondrial. Finalmente a SOD3 requer cobre-
zinco como cofator e estd localizada no espaco extracelular (MCCORD;
FRIDOVICH, 1969).

A CAT é uma hemeproteina presente em todas as células, principalmente nos
peroxissomos, estruturas celulares que utilizam o oxigénio a fim de detoxificar
substancias e produzir H,O,, Esta enzima converte H,O, em agua e oxigénio (YU,
1999).

2 H,0 CAT 2 H,0 + O,
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Ademais, o ferro € um importante cofator que ativa o sitio da enzima e
embora a CAT e a GSH-Px compartihem o mesmo substrato, a CAT tem uma
afinidade muito menor pelo H,O, em baixas concentracdes quando comparada a
GSH-Px (YU, 1994).

A GSH-Px esta presente no citosol e na mitocondria das células. Ja foram
identificados em mamiferos cinco tipos de isoformas da GSH-Px (GSH-Px1-GSH-
Px5) e todas catalisam a reducdo de H,O, ou hidroperoxidos organicos (ROOH) a
agua (H20) e éalcool (ROH), usando a glutationa reduzida (GSH) ou em alguns casos
a tioredoxina ou glutaredoxina como doadoras de elétrons. Quando a glutationa é
doadora de elétrons, a GSH é convertida em dissulfeto de glutationa (GSSG)
(FLOHE; GUNZLER, 1984).

H,0,+2GSH __ ™ GSSG + 2 H,0
Vale ressaltar que a recuperacdo da GSH é realizada pela glutationa redutase
(GSH-Rd), uma flavoproteina dependente da nicotinamida - adenina - dinucleotideo-
fosfato reduzida (NADPH). A maioria dos tecidos produz NADPH pela glicose -6 -
fosfato desidrogenase através da via das pentoses. A diminuicdo de NADPH em
situagdes como o jejum pode acarretar prejuizos na funcdo da GSH-Rd (FLOHE;
GUNZLER, 1984).

1.6.2 Antioxidantes ndo enzimaticos

Um dos mais importantes antioxidantes ndo enzimaticos é a glutationa, o tiol
nao protéico mais abundante nas células. Este antioxidante é primariamente
sintetizado no figado e transportado para os tecidos via circulagdo (WU et al., 2004).
Tecidos com grande exposicdo a agentes oxidantes como o figado, por exemplo,
contém grande quantidade de GSH. Em relacdo ao musculo esquelético a
concentracéo de GSH varia de acordo com o tipo de fibra. Em fibras musculares de
ratos, foi encontrada uma concentracdo em torno de 400% maior de GSH em fibras
do tipo | do que em fibras IIb (POWERS; JACKSON, 2008). A glutationa possui

varias fungbes nas células, dentre elas, a de reagir diretamente com diversos



31

radicais, pela doacdo de um atomo de hidrogénio, ou seja, possui uma alta
capacidade redutora e atua como substrato para GSH-Px, ao eliminar H,O, e
hidroperoxidos organicos (WU et al.,, 2004). Na inativacdo de um agente oxidante
ocorre producdo de GSSG e deplecdo de GSH. Na presenca do EO, observa-se
uma diminuicdo da razdo GSH/GSSG, bem como da quantidade de tiis totais
(BAEZA et al., 2010; WU et al., 2004).

A GSH ainda esta envolvida também na manutencdo da concentracdo de
outros antioxidantes como vitamina E e C, ajudando a manter os recursos limitados
destas vitaminas no estado reduzido (WU et al., 2004).

A vitamina E (Vit E) € uma molécula lipossoluvel e tende a se concentrar no
interior das membranas, agindo sinergicamente com o ascorbato. O a-tocoferol e
outras formas de vitamina E agem como chain-breaking, porque s&o muito
abundantes nas células e membranas mitocondriais e tem a capacidade de agir
diretamente contra as EROs. A acdo antioxidante da Vit E consiste em fornecer
atomos de hidrogénio para as membranas celulares, impedindo a reacdo em cadeia
gue se propaga nas membranas lipidicas (CAY; NAZIROGLU; KOYLU 2009; WU et
al., 2004).

Por sua vez, a vitamina C (Vit C) é provavelmente a mais importante vitamina
hidrossolavel nos fluidos extracelulares e também no citosol, também denominada
de acido ascoérbico ou acido desidroascérbico (DHAA). A Vit C nos fluidos, tem a
capacidade de neutralizar as EROs como o0 OH’", O,", LOOH, radical alcoxil ([RO7) e,
de uma forma indireta a Vit C regenera a forma ativa da Vit E e de outros
antioxidantes como a glutationa, bem como, intercepta ions cobre que possuem uma
acao oxidante poderosa (HALLIWELL, 1994).

Além desses antioxidantes, outros compostos desempenham um papel vital

na protegcdo contra agentes oxidantes. S&o eles, os flavondides, [-caroteno

(precursor da vitamina A), Coenzima Q e acido urico entre outros (FINAUD, LAC;

FILAIRE, 2006; HALLIWELL, 1994).
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Figura 04 - Sistema de defesa antioxidante
Fonte: Adaptado de Bashan et al. (2009)

1.7 Treinamento resistido, ovariectomia e estresse oxidativo no figado

Tem sido demonstrado que 0 exercicio aerobio agudo, dependendo da
intensidade, induz o EO (BLOOMER et al., 2006; FINAULD, 2006) e que o exercicio
moderado aerobio cronico diminui os niveis de MDA e TBARS, aumentando a
atividade de enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GSH-Px e antioxidantes néo
enzimaticos como a glutationa (PINHO et al., 2006; GOMEZ-CABRERA,;
DOMENECH; VINA, 2008).

Radak et al. (2004) mostraram que 0 exercicio regular em esteira por oito
semanas promoveu protecdo no figado de animais idosos pelo aumento de GSH
hepéatica. Ou seja, o treinamento de endurance promoveu uma regulacdo
ascendente na capacidade antioxidante no figado mesmo na velhice.

Entretanto, no estudo de Ogonovszky et al. (2005), foram testados os efeitos
do exercicio moderado, extenuante e overtraining em biomarcadores do EO no
figado de animais, e os resultados mostraram danos oxidativos no DNA nuclear
apenas no modelo de overtraining.

Ao longo dos anos, pesquisas evidenciam o0s beneficios do treinamento
resistido com importantes aplicagdes clinicas para o estado de saude e qualidade de

vida da populagdo em geral, especialmente em individuos que exigem cuidados
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especiais, como portadores de doencas cardiovasculares, diabetes, obesidade,
entre outras.

Na menopausa como ja bem detalhado anteriormente, entre outras
alteracdes, ocorre um declinio na massa muscular e massa 0ssea, acumulo de
triacilglicerol (TAG) nos hepatécitos, aumento na incidéncia de doenca
cardiovascular e EH entre outros (GUTIERREZ GROBE et al., 2010; MALTAIS et al.,
2009; BROWN, 2008; KRAMER et al., 2004).

Nesse sentido, a atividade fisica, especialmente o TR € o maior determinante
na manutencao da massa muscular e reducdo do acumulo de gordura intramuscular
(POLLOCK et al., 1994).

De acordo com Pollock et al. (1994), individuos idosos que se mantiveram
regularmente em um programa de TR mantiveram niveis altos de massa muscular
em relacdo a individuos sedentarios, ou mesmo individuos que realizavam
treinamento de endurance. Em outro estudo recente (DOMINGOS et al, 2011) foi
evidenciado uma influéncia benéfica do TR no metabolismo lipidico hepatico de
ratas Ovx.

Dados escassos e contraditérios na literatura mostraramm efeitos diferentes
do TR crénico em marcadores do EO. Estudos tém demonstrado que uma Unica
sessdo de exercicio resistido pode aumentar a formacdo de EROS e induzir EO,
bem como dano muscular (BLOOMER et al., 2006; DIXON et al., 2006).

Entretanto, Vincent et al. (2002), verificaram o efeito de seis meses de TR em
homens e mulheres e constataram que este tipo de treinamento reduziu os niveis de
marcadores de PL e aumentou os niveis de glutationa séricos.

No estudo de Silva et al. (2009), foram utilizados dois protocolos crénicos
distintos, um deles foi caracterizado por continuo e outro excéntrico intermitente e
ambos proporcionaram uma diminuigcdo nos marcadores de LPO e dano protéico,
bem como regulagdes na atividade enzimatica da SOD e CAT no figado de ratos.

Corroborando com estes resultados, Cakir-Atabek et al. (2010) realizaram
dois tipos de TR, visando estudar duas manifestacdes de forga; hipertrofia e forca
sobre marcadores do EO em humanos. Os dois treinamentos foram realizados trés
dias na semana, por seis semanas, em dias nao consecutivos, envolvendo a
realizagdo de seis exercicios. O treinamento de hipertrofia consistiu na realizagcéo de

trés seéries de doze repeticbes e a intensidade correspondeu a 70% de uma
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repeticdo maxima (1RM). No entanto, o treinamento de for¢a caracterizou-se pela
realizacdo de trés séries de seis repeticbes na intensidade de 85% de 1RM. Os
resultados de ambos os treinamentos apresentaram uma resposta protetora contra o
EO similar ao exercicio aerdbio e estes efeitos se deram independente da
intensidade estabelecida no treinamento.

Ha grande escassez na literatura de estudos relacionando a condicdo de
ovariectomia, TR e marcadores de EO no figado de ratas. A falta de padronizagéo
em relacdo aos ensaios, tempo de retirada do tecido e protocolo de treinamento
utilizado nos estudos dificulta demasiadamente as comparagdes. Sendo assim, faz-
se necessario o desenvolvimento de projetos para elucidar os efeitos do treinamento
resistido sobre marcadores de EO hepaticos em ratas ovariectomizadas.
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2 Objetivo

2.1 Objetivos

Verificar a influéncia da OVX e do TR sobre os marcadores de EO no figado
de ratas.

Verificar a influéncia da OVX e do TR sobre a expressao génica da GSH - Px
no figado de ratas.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Animais e condi¢gdes experimentais

Foram utilizadas 32 ratas Sprague-Dawley, provenientes do Biotério da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus Araraquara, com
oito semanas de idade, pesando inicialmente 218,34 + 2,49 (média + erro padrdo da
meédia). Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas (trés animais por gaiola), com o assoalho recoberto com serragem e
receberam agua e racado ad libitum, sob condi¢cdes constantes de temperatura (22 +
2° C), umidade e iluminacdo em ciclo invertido (01:00- 13:00h: claro; 13:00- 01: 00h:
escuro).

Todos os procedimentos experimentais adotados foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacéo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos,
(Protocolo n.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).

ApoOs chegada ao biotério do laboratério de fisiologia do exercicio, 0s animais
permaneceram por trés semanas em condicao de aclimatacdo ao biotério e ao ciclo
invertido. ApGs este periodo, os animais foram distribuidos em quatro grupos

experimentais.

3.2 Grupos experimentais

A figura 6 apresenta o esquema de distribuicdo das ratas e o desenho

experimental do estudo
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Figura 05 - Esquema de distribuicdo das ratas e desenho experimental

1)-Sham- Sedentério (Sham-Sed): As ratas do grupo Sham-Sed foram submetidas
apenas a simulacdo da cirurgia de inducdo a Ovx (pseudo-ovariectomia), visando
controlar os efeitos do estresse da cirurgia e, por ndo realizarem qualquer tipo de
treinamento, permaneceram sedentarias durante todo o periodo experimental,
apenas recebendo acompanhamento nutricional.

2)-Sedentéario- Ovariectomia (Ovx-Sed): As ratas do grupo Ovx-Sed nao realizaram
nenhum tipo de exercicio, porém foram submetidas a cirurgia de Ovx.

3)-Sham- Treinado (Sham-Tr): As ratas do grupo Sham-Tr foram submetidas a
pseudo-ovariectomia, visando controlar os efeitos do estresse da cirurgia e
realizaram o TR progressivo por dez semanas com cargas progressivas em escada
como descrito no item 3.4

4)-Treinado- Ovariectomia (Ovx-Tr): As ratas do grupo Ovx-Tr foram submetidas a
ovariectomia (Ovx) e realizaram o TR com cargas progressivas em escada como

descrito no item 3.4.

3.3 Ovariectomia e operagcdo sham

A ovariectomia € um procedimento cirargico de retirada dos ovarios, a fim de
induzir a menopausa. Foi realizada quando os animais completaram 250 g de massa

corporal, de acordo com a técnica descrita por Kalu (1991). Para tanto, as ratas
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foram anestesiadas com uma mistura de Ketamina-Xilazina (61,5-7,6 mg/kg,
intraperitoneal), e seus reflexos testados para dar inicio aos procedimentos da Ovx.

Posteriormente, foi feita uma incisdo lateral logo abaixo das costelas na
derme e peritdnio. Assim que o ovario era identificado, a ligadura era feita abaixo da
trompa uterina, retirando-o. O procedimento foi repetido do outro lado. Nos animais
Sham-Sed foi realizada a mesma cirurgia, no entanto nao se realizou a ligadura nem
a retirada dos ovarios.

Nas setenta e duas horas apos a Ovx as ratas foram mantidas em caixas
individuais, e, 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 vinte e um dias de recuperacao pos-
cirurgia para dar inicio aos procedimentos do protocolo de treinamento resistido no

grupo Ovx-Tr.

3.4 Treinamentor resistido

Protocolo de Treinamento

O protocolo proposto por Hornerberger Jr. e Farrar (2004) foi adaptado para
as necessidades e execucao da pesquisa. Inicialmente as ratas foram familiarizadas
com o treinamento resistido que consiste em subida de escadas (1,1 x 0,18m, 2 cm
de espacamento entre os degraus da grade, 80° de inclinacdo) com uma carga de
aparatos fixados em suas caudas (Figura 7). O tamanho da escada obrigava o0s
animais a fazer de 8 a 12 movimentos por escalada. O aparato fixado em suas

caudas consistiu em frascos conicos de varios pesos, presos a uma fita adesiva.
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Figura 06 - Escada para treinamento resistido

O aparato foi fixado a cauda envolvendo a parcela proximal da mesma com
uma tira autoadesiva (1,5cm, 3M Tartan). As ratas foram colocadas na parte inferior
da escada e adaptadas ao ato de escalar. Inicialmente, foram motivadas a escalar
aplicando-se em sua cauda um estimulo com pinga para iniciar o0 movimento. No
topo da escada, havia uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansavam por 120

segundos.
Familiarizagcéo
Foram realizados trés dias de familiarizacdo, que consistiu em trés escaladas

consecutivas, sem o0 incentivo da pincada na cauda. Trés dias seguintes a

familiarizagcdo com a escada (dois dias de descanso e no terceiro dia treinamento
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novamente), 0s grupos experimentais comecaram um regimento de exercicio

resistido progressivo.

Determinacdo da carga maxima de carregamento

A primeira sesséo de treinamento consistiu em determinar a carga maxima de
carregamento. O protocolo consistiu em escalar de quatro a oito vezes carregando
progressivamente cargas mais pesadas. Na escalada inicial foi aplicado 75% do
peso do corpo do animal. Apds completar o carregamento desta carga com sucesso,
um peso adicional de 30 gramas foi adicionado ao aparato. Este procedimento foi
sucessivamente repetido com um numero maximo de oito escaladas, até que se
alcancasse uma sobrecarga que nao permitia que a rata escalasse toda a escada.
Entdo, a maior carga carregada com sucesso até o topo da escada foi considerada a

carga de carregamento maxima dos ratos para aquela sesséo (Figura 8).

»
+ag | 7
+30g 2:
Miximo de
+30g 2 escaladas por
sessiio de
+30g , treino
2
+30g .
+ 30g 2
+30g , Minimo de
2 escaladas por

sessdo de
7500 | 2° treino Peso Corporal = PC
PC

Figura 07 - Determinacdo da carga maxima de carregamento

Treinamento Resistido

As sessdes de treinos subsequentes consistiram de quatro a nove escaladas.

Durante as primeiras quatro escaladas, as ratas carregavam 65%, 85%, 95% e
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100% de suas cargas maximas (Figura 9). Durante as subsequentes escaladas, um
adicional de 30 gramas era adicionado até que a rata obtivesse uma nova
capacidade maxima de carregamento. O intervalo de recuperacdo entre as
escaladas foi de 120 segundos.

As sessOes 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.

+30g
r 3
+30g] 2
+30g| 2
+30g| 2
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sessfio de
100% | 2 {remo
A
93%]) 2
Minimo de Dias de treino
, escaladas por
B3%| 2 sessio dz Dom | Seg | Ter | Qua | Qui | Sex | Sib
treino
65%| 2’ X X X

Figura 08 - Organizacgdo da carga de carregamento por sesséo de treino

3.5 Controle da ingestao 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 16h00Omin e 17h00Omin. Ambos os

procedimentos foram realizados durante todo o periodo experimental.



3.6 Resumo do desenho experimental
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Figura 09 - Desenho experimental do estudo deste a chegada dos animais ao biotério do laboratorio
até o momento do sacrificio

3.7 Eutanasia e preparo das amostras do tecido hepatico

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo 48 horas apdés a Ultima
sessdao de treino. Os animais sedentarios foram eutanasiados no mesmo periodo. O
lobo direito do figado foi retirado, pesado, prontamente congelado em nitrogénio
liguido e estocado a - 80°C para analises posteriores. O tecido hepético foi
homogeneizado em tampéo fostato (0.1 mol/l, pH 7.4) em homogeneizador (Modelo
MA 102 MINI E — Marconi) pelo tempo de 40 segundos a temperatura de 0-4°C.
Posteriormente o homogeneizado foi centrifugado em (Centrifuga: Universal 320R,
Hettich zentrifugen) por 15 minutos a (1110 x g). O sobrenadante foi utilizado para o
ensaio de TBARS e atividade enzimatica da CAT e SOD.

3.8 Atividade enzimatica da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada seguindo o método de Aebi (1984). A
atividade desta enzima é diretamente proporcional a taxa de decomposi¢cdo do

peréxido de hidrogénio e obedece a uma cinética de pseudo-primeira ordem. Sendo
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assim, sua atividade pode ser medida através da avaliagdo do consumo de H,O..
Este ensaio baseia-se na diminuicdo da absorbancia em 240nm; comprimento de
onda de maior absorcédo do H,0,.

Para a realizacédo deste ensaio foram utilizados uma solucéo tampao fosfato a
50mmol/L (pH 7,4) e perdxido de hidrogénio. Em cubeta de quartzo, foram
adicionados 390 pl de tampéo fosfato, pH 7,4, obtendo-se assim uma diluicdo da
amostra de 1:39. Essa mistura foi pré-incubada a 37°C por 10 minutos e
posteriormente a reagao foi iniciada com a adi¢ao de 200 ul de H,0O,. Os resultados

foram expressos em U mg /proteina.

3.8.1 Atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD foi determinada utilizando Kit comercial EIA
Cayman Chemical Assay® (706002) por meio do método xantina e hipoxantina. A
atividade da SOD foi obtida com base na concentracdo conhecida dos padrdes de
SOD (U/ml).

3.9 Determinacédo da peroxidacao lipidica (TBARS)

A técnica consiste na medida de um cromdgeno de cor résea formado pela
reacdo do MDA com duas moléculas de acido tiobarbitirico, em meio acido e alta
temperatura. Para tanto, foi utilizado 100ul de homogeneizado e posteriormente
adicionado o reagente de cor composto pelos acidos de TCA-TBA-HCL (15% de
acido tricloroacético, 0,375% de acido tiobarbitirico e 0,25N de acido cloridrico).
Essa mistura entdo foi aguecida por 30 minutos a 100°C e logo em seguida resfriada
em gelo e centrifugada por 10 minutos a 3000 (1110 x g). Em seguida foi realizada a
leitura da absorbancia a 535nm (SpectraMax M5, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA). Utilizou-se padrao de tetrametoxipropano. Os resultados foram expressos
em nmol/g prot (COSTA,; LIMA; SANTOS, 2006).
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4 Determinacao dos niveis de glutationa

O ensaio € baseado na reacdo de GSH com 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico)
(DTNB), também conhecido como (reagente de Ellman’s), que produz o cromoéforo
acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) cuja absorbancia maxima ocorre em 412nm. A
taxa de formacdo de TNB € proporcional a concentracdo de GS (glutationa total) na
amostra (KOMURO et al., 1985). Para calcular a razdo GSH/GSSH, a concentracéo
de GSH (forma reduzida) foi determinada por diferenca entre a glutationa total e a
oxidada (Tietze 1969). Amostras de tecido hepatico (110mg/ml para glutationa total e
200mg/ml para glutationa oxidada) foram utilizadas. O tecido hepético para a
mensuracdo da glutationa total foi homogeneizado em &cido tricloroacético (TCA,
Panreac) 5% e 0.01 N HCI (Panreac) e o tecido hepatico para mensuracdo da
glutationa oxidada foi homogeneizado em tampao fosfato de 50 mM (pH 7.4), EDTA
1 mM (Sigma), and NEM (N-etilmaleimida, Sigma). As misturas foram centrifugadas
a 3000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e mensurado no
espectrofotometro utilizando uma mistura de reacdes: DTNB (6 mM, Sigma), b-
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, forma reduzida (b- NADPH, 0.3 mM,
Sigma), e glutationa redutase (250 unidades ml™?, Sigma) (KOMURO et al., 1985).
Os resultados foram expressos como mmol/g tecido. A curva padréo foi feita usando
padrdes de glutationa, preparadas em 250 ml de 5% TCA e 0,01 N HCI.

4.1 Concentracdo de vitamina E hepatica

A quantificacdo de vitamina E foi feita em HPLC (Cromatografia Liquida de
Alta Pressao) (Shimadzu Co, Kioto, Japan), a 292nm. As amostras foram preparadas
em tubos de ensaio protegidos com papel aluminio e compostas por 200 mg de
tecido hepatico, 100ul de etanol 100% com BHT e 100 pl de padréo interno (acetato
de alfa-tocoferila). Posteriormente as amostras foram agitadas em vortex (modelo-
AP-56, Phoenix) por 5 segundos. Em seguida, a vitamina foi extraida com a adi¢ao
de 400 pL de n-hexano, agitada por 2 minutos e centrifugada a 3500 rpm por 5
minutos. Uma aliquota de 200 uL do sobrenadante (n-hexano) foi pipetada em tubo

de ensaio, que posteriormente foi seco em nitrogénio, e ressuspensa em 200 uL de
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fase movel, composta por acetonitrila/diclorometanol/metanol. Para a quantificagao
foi utilizada a razdo entre a area do analito (vitamina) e a area do padrdo interno
(JORDAO Jr. et al., 2004).

4.2 Proteinas totais

As determinacdes de proteina total no tecido hepético foram realizadas pelo
método de biureto, utilizando-se o KIT LABTEST®.

4.3 Quantificacdo da expresséao génica da GSH-Px

A quantificagcdo da expresséo génica da GSH-Px, e do GAPDH foi realizada
pela quantificacdo do seu RNAmM por Reacdo em Cadeia da Polimerase — Tempo
Real (PCR-RT). Esta andlise foi realizada no laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular do DCF da UFSCar.

4.3.1 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;
manipulacdo de amostras e materiais com luvas; utilizacdo de agua tratada com

dietil-pirocarbonato (Agua DEPC, autoclavada).

4.3.2 Extracao do RNA total

Para a andlise da expressao génica das proteinas GSH-Px, e do GAPDH o
RNA total do figado foi extraido com o reagente Trizol® (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, California) de acordo com as especificacdes do fabricante. No dia da
extragdo, 40-45mg de tecido era homogeneizado (homogenizador Power Gen —

Fisher Scientific 1000) em 1 mL de Trizol segundo 0s seguintes protocolos: apés a
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homogeneizagcdo as amostras permaneciam por 5 minutos em temperatura
ambiente. Adicionava-se 200 pyL 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 4° C. Seguindo a centrifugacao transferia-se o sobrenadante
(450 pL) para um microtubo limpo. Eram adicionados 450 pL de isopropanol e a
amostra era agitada por inversdo manual, permanecendo por 10 minutos em
temperatura ambiente. A seguir, a amostra era centrifugada por 10 minutos a
12000rpm (4°C) para formagao do pellet. O sobrenadante era descartado com
cuidado por inversao manual e ao pellet era acrescentado 1mL de etanol 75%. Apos
nova centrifugagao, por 5 minutos a 7500rpm (4°C), novamente o sobrenadante era
descartado com cuidado por inversdo manual, e caso necessario o restante de
etanol 75% era aspirado com auxilio de uma pipeta. Posteriormente, o microtubo
contendo o pellet era colocado para secagem por 5-10 minutos em estufa a 37°C.
Apbés 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.

Para avaliacdo da concentracdo e pureza do RNA total, foram realizados
ensaios espectrofotométricos sob comprimento de onda de 260 e 280nm. A raz&o

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

4.3.3 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 concentragdo de RNA total (pg/pL):
concentracdo pg/pL = (Azso X 40 x diluicdo da amostra) x 10007,

O grau de pureza do RNA foi determinado pela razdo Aso280, cOnsiderando-

se adequados os valores entre 1,8 e 2,0.
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4.3.4 Determinacao da integridade do RNA

A integridade do RNA foi confirmada pela visualizacdo em luz ultravioleta do
padréo de eletroforese das bandas 28S e 18S do RNA ribossomal, em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio (figura 11).

Figura 10 - 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

4.3.5 Transcricao reversa

Inicialmente, as amostra de RNA total foram tratadas com DNAse -
Deoxyribonuclease 1, Amplification Grade (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
California) de acordo com as especificagcdes do fabricante. Ao RNA total (1ug),
adicionava-se solucdo tampao (1pL, 10x DNAse | Reachion Buffer), enzima (1pL
DNAse |, Amp Grade) e quantidade suficiente para 10uL de agua 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.

Logo apés 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:
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e 2.5 uL de M-MLV 5x tampéao de reacao (Promega Corporation, Madison, WI
USA)

e 0,625 yL dATP 10mM

e 0,625 uyL dCTP 10mM

e 0,625 uyL dGTP 10mM

e 0,625 yL dTTP 10mM

e 0,5 uyL 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.

4.3.6 Reacado em cadeia da polimerase —tempo real (PCR-RT)

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

e 9,5 uL de agua livre de nuclease

e 1,25 pL primer forward

e 1,25 uL primer reverse

e 0,5 uL de cDNA

e 12,5 L SYBR® Green (fermentas)

e VVolume final 25 L

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 amplificacdo a 94°C por 15 segundos; temperatura de anelamento (Tm)
57-61°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.
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Tabelal - Oligonucleotideos primers usados para PCR-RT

Genes Sense primer (5’-3’) Antisense primer (5’-3’)
GSH-Px GGGCAAGGTGCTGCTCATTG AGAGCGGGTGAGCCTTCTCA
GAPDH GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA

GSH-Px, Glutationa Peroxidase; GAPDH gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase.

Os produtos especificos foram determinados como picos Unicos por meio das
curvas de MELT (figural2).

20 4

75 80 85 a0 95
deq.
Figura 11 - Exemplo de curva de MELT original representativa dos ciclos do PCR-RT. A) GSH-Px

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 o menor numero de ciclos durante a fase exponencial da

amplificacdo (figura 13).
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Figura 12 - Exemplo de curva de amplificacio original representativa dos ciclos do PCR-RT. A) GSH-
Px

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

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

Os AACt dos grupos Sham-Sed, OVX-Sed, Sham-Tr e OVX-Tr foram
calculados em relacdo ao Sham-Sed. O valor em unidades arbitrarias (UA) da
expressao dos genes alvos foi calculado por 2! (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Com os valores em UA foram realizados os testes estatisticos.

4.4 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Os experimentos obedeceram a um desenho fatorial 2x2 tendo-se duas variaveis,
ovariectomia e sham versus dois fatores exercicio resistido e sedentarismo.
Inicialmente foi realizada uma ANOVA adotando-se um nivel de significancia de P<
0,05. A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk
seguido de pds- teste de Fisher quando se verificou diferenca significativa entre os

diferentes grupos.
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5 Resultados

Os resultados apresentados neste estudo seguirdo a seguinte ordem:

1. Efeitos do treinamento resistido sobre parametros métricos

2. Evolucao da carga maxima de carregamento durante 10 semanas de treinamento

3. Marcador de peroxidacao lipidica, substancias que reagem ao &cido tiobarbittrico
(TBARS)

4. Concentracdo de GSH (glutationa reduzida), dissulfeto de glutationa (GSSG) e a
relacdo GSH/GSSG

5. Concentracao de vitamina E

6. Atividade enzimatica da superédxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)

7. Expresséo génica da GSH - Px hepética

=

Efeitos do treinamento resistido sobre parametros métricos

A ovariectomia resultou em maior massa corporal e ingestdo alimentar diaria
(p < 0,05) quando comparado com as ratas Sham-Sed (Tabela 2). Adicionalmente, a
ovariectomia resultou em menor massa do fémur (15%; p < 0,05) e massa do utero
(77%; p < 0,05) (Tabela 2). No entanto, o grupo Sham-Tr apresentou a maior massa
do fémur (8%, 27% e 17%; p < 0,05) do que os grupos Sham-Sed, Ovx-Sed e Ovx-
Tr, respectivamente. O grupo Ovx-Tr apresentou maior massa do fémur (9%; p <

0,05) do que o grupo Ovx-Sed, denotando efeito do treinamento. (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeitos da ovariectomia e do treinamento resistido sobre parametros métricos

Sham-Sed Ovx-Sed Sham-Tr Ovx-Tr
Peso Corporal (g) 342,57 +8.77 385.87+829 309.62+6.62 1 371.62+7.44 17
Ingest&o Alimentar (g/d) 2063+0.49 2238+055  2048+039'7  2234+061 ¥
Massa do Gtero (g) 083+013  019+002  0.76+0.13" 0.16 +0.00 +
Massa do Fémur (g/100 g MC) 026+0.00 0224000  028+000°"  024+000¥
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Valores sdo médias + erro padrdo da média; n = 8 ratas por grupo. MC = massa
corporal, “significativamente diferente de Sham-Sed (p < 0.05), T significativamente
de Ovx-Sed (p < 0.05), * significativamente diferente de Sham-Tr (p < 0.05).

2. Evolucdo da carga maxima de carregamento durante 10 semanas de

treinamento

As cargas aumentaram gradativamente ao longo de 10 semanas a intervalos
de 5 semanas. Para a carga maxima de carregamento durante as 10 semanas de
treinamento, ndo houve nenhuma interacdo entre 0os grupos Sham-Tr e Ovx-Tr
versus tempo, indicando que esses grupos aumentaram sua capacidade maxima de
carregamento de maneira similar durante todo o tempo de treinamento (Figura 14).
Deste modo, ndo houve nenhuma diferenca nas cargas maximas entre ambos os

grupos treinados cronicamente no periodo de 10 semanas.

900- ab ,p
800- - EE Sham-Tr

§ 700- i Ovx-Tr
g 600-

]

]

"o I
o N R
""" [
""" [
""" [
""" [
s N
e |
rmas. [ R

Seména 1 Sem::ma 5 Semalna 10

Figura 13 - Carga méxima (g) dos grupos Sham-Tr e Ovx-Tr nas semanas 1, 5 e 10

Os valores estédo apresentados como meédia + erro padrao da média (n = 8 por
grupo). a, significativamente diferente de semana 1; b, significativamente diferente

de semana 5 (p < 0,05)
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3. Marcador de peroxidacéo lipidica (TBARS)

Os animais do grupo Sham-Tr tiveram um aumento no TBARS (29,5% e
30,7%, p<0,05; Figura 15) em relacdo aos animais do grupo Sham-Sed e Ovx- Sed
respectivamente. Além disso, os animais do grupo Ovx- Tr tiveram aumento nos
niveis de TBARS (23%; Figura 15), quando comparados aos animais do grupo Ovx-
Sed, evidenciando efeito do treinamento. Entretanto, ndo foram verificadas

diferencas nos niveis do TBARS do grupo Ovx-Sed em relagédo ao grupo Sham-Sed.
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Figura 14 - Medida das substancias que reagem ao acido tiobarbitarico (TBARS)

Os resultados estdo expressos com média + erro padrdo da média (EPM), para
oito animais em casa grupo. As letras representam as seguintes significancias: a,
significativamente diferente de Sham-Sed; b, significativamente diferente de Ovx-
Sed (p < 0,05).

4. Concentracao de GSH (glutationa reduzida), dissulfeto de glutationa (GSSG)
e a relacdo GSH/GSSG

Os resultados mostraram diminuicdo no conteudo de GSH (49%, p<0,05;

Figura 18) nos animais do grupo Ovx-Sed em relacdo aos animais do grupo Sham-
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Sed. Adicionalmente, os animais do grupo Ovx-Tr mostraram uma diminuicdo na
concentracdo de GSH (57,3% e 61,5%p<0,05; Figura 18) quando comparados ao
grupo Sham-Sed e Sham-Tr respectivamente, evidenciando um efeito severo da

ovariectomia em diminuir a quantidade de GSH disponivel no tecido hepatico. .
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Figura 15 - Concentracdo de glutationa reduzida (GSH)

Os resultados estao expressos com média + erro padrdo da média (EPM), para
oito animais em casa grupo. As letras representam as seguintes significancias: a,
significativamente diferente de Sham-Sed; c, significativamente diferente de Sham-
Tr (p < 0,05).

Foi observado um aumento de GSSG (37,7%, p<0,05; Figura 19) nos animais
treinados e uma diminuicdo nos animais ovariectomizados (32,3%, p<0,05; figura 19)
em relacdo ao grupo Sham- Sed respectivamente. Além disso, hos animais do grupo
Ovx-Tr foi encontrado uma diminuicdo de GSSG (56,3%, p<0,05; Figura 19) em

relacdo ao grupo Sham-Tr.
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Figura 16 - Concentracdo de dissulfeto de glutationa (GSSG)

Os resultados estdo expressos com meédia + erro padrdo da meédia (EPM),
para oito animais em casa grupo. As letras representam as seguintes significancias:
a, significativamente diferente de Sham-Sed; c, significativamente diferente de
Sham-Tr (p < 0,05).

O resultado do ensaio mostrou diminuicdo da relacdo (GSH / GSSG) (28% e
19,2%, p < 0,05; Figura 20), nos grupos Ovx-Sed e Sham-Tr respectivamente,
quando comparados ao grupo Sham-Sed. Além disso, foi verificada uma diminuicao
de (GSH / GSSG) (30,5% e 14%, p < 0,05; Figura 20) nos animais do grupo Ovx-Tr

em relacdo aos animais do grupo Sham-Sed e Sham-Tr.
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Figura 17 - Relagdo GSH/GSSG

Os resultados estdo expressos com média + erro padrdo da média (EPM),
para oito animais em casa grupo. As letras representam as seguintes significancias:
a, significativamente diferente de Sham-Sed; c, significativamente diferente de
Sham-Tr (p < 0,05)

5. Concentragéo de vitamina E
Uma diminuicdo na concentracdo de vitamina E (44,7, 35% e 41,3%, p < 0,05;

Figura 21), foi observada nos animais dos grupos Ovx-Sed, Sham-Tr e Ovx-Tr
respectivamente, quando comparado com os animais do grupo Sham-Sed.
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Figura 18 - Concentracao hepatica de vitamina E
Os resultados estdo expressos com média + erro padrdo da média (EPM),

para oito animais em casa grupo. As letras representam as seguintes significancias:

a, significativamente diferente de Sham-Sed; (p < 0,05)
6. Atividade enzimatica da superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)
A atividade enzimatica da superoxido dismutase, bem como da catalase nao

apresentou diferenca estatisticamente significativa nos quatro grupos avaliados

neste estudo (Figuras 22 e 23).
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Figura 19 - Medida da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)
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Figura 20 - Medida da atividade enzimética da catalase (CAT)

7. Expresséao génica da GSH-Px

Os resultados do PCR-RT demonstraram que nos animais do grupo Ovx-Sed
ocorreu uma diminuicao da expressao génica da GSH-Px (49%, p < 0,05; Figura 24)
guando comparado com o grupo Sham-Sed, denotando efeito da ovariectomia. No

entanto, nos animais do grupo Ovx-Tr houve aumento da expressdo da GSH-Px
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(90,3%, p < 0,05; Figura 24) quando comparado ao grupo Ovx-Sed, evidenciando
efeito do treinamento.
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Figura 21 - Expressédo génica da GSH-Px

Os resultados estdo expressos com meédia + erro padrdo da média (EPM),
para oito animais em casa grupo. As letras representam as seguintes significancias:
a, significativamente diferente de Sham-Sed; b, significativamente diferente de Ovx-
Sed; Tr (p < 0,05).
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6 Discusséao

O principal achado deste estudo foi que o modelo de treinamento resistido
usado na nossa pesquisa ndo foi capaz de reverter o estresse oxidativo (EO)
promovido pela OVX no figado. Além disso, este treinamento induziu mudancas
negativas no balangco antioxidante/oxidante hepatico, como evidenciado pelo
aumento de (30%), diminuicao da razdo (19%) e concentracao de vitamina E (35%).

Evidéncias indicam que o EO no figado é um importante mecanismo na
progressao de diversas patogéneses relacionadas a menopausa, como a EH e a
EHNA (ALBANO et al., 2005; KOEK; LIEDORP; BAST, 2011). Evidéncias também
mostram que o treinamento pode promover uma regulacdo ascendente nas defesas
antioxidantes e reduzir o OS (ROSETY-RODRIGUEZ et al., 2006; CAKIR-ATABEK
et al., 2010).

Radak et al. (2004) demonstraram que oito semanas de treinamento de
endurance na esteira causou uma down regulation na producédo de EROS no figado
de ratos idosos treinados e promoveu protecao hepética por meio dos niveis de GSH
aumentados. Entretanto, Ogonovsky et al. (2005) demonstraram que um modelo de
overtraining promoveu dano oxidativo no DNA. Neste contexto, Margonis et al.
(2007) realizaram um protocolo de treinamento resistido em humanos e o0s
resultados mostraram que o overtraining induziu respostas pronunciadas nos
biomarcadores do EO proporcionais a carga de treinamento. Estudos recentes em
humanos indicam que o treinamento resistido tém efeitos protetores contra o EO
similares ao exercicio aerébio, que parecem ser independentes da intensidade do
treinamento (CAKIR-ATABEK et al., 2010). Embora a maioria dos estudos tenham
testado o efeito do exercicio aerdbio na modulacdo do sistema antioxidante e
peroxidacao lipidica, informacdes sobre os efeitos do treinamento resistido no EO
hepatico sdo escassos.

Nosso estudo demonstrou que ambas as condicdes, treinamento resistido e
ovariectomia promoveram uma pronunciada alteracdo no balanco redox hepatico,
como observado por meio da diminuicdo da razdo GSH/GSSG (Fig. 2c). A relacao
entre as duas isoformas da glutationa (GSH e GSSG) é considerada um indice de
balance redox celular; e sob condicbes de EO aumentado, a razdo GSH/GSSG
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diminui (BAEZA et al., 2010; WU et al., 2004). Em ambos os animais sedentarios e
treinados (Figure. 2a), a ovariectomia diminuiu os niveis de GSH hepético, que
constitui em um mecanismo pelo qual as ceélulas mamarias defendem-se dos
processos oxidativos, tendo o figado como o maior produtor e exportador (Vina et
al., 2003).

Em um recente estudo conduzido por Baeza et al. (2010), os resultados
indicaram que a ovariectomia acelerou o processo de envelhecimento, o qual esta
diretamente relacionado a GSH reduzida. Neste contexto, Kireev (2008)
demonstraram que o envelhecimento em ratas ovariectomizadas estd associado a
um aumento de substancias proé-inflamatérias no figado, como TNF-a, IL-1b, and IL-
6 bem como reduc¢do de algumas citocinas anti-inflamatorias (ex., IL-10), culminado
no aumento da lipoperoxidacédo (LP). Em nosso estudo, a diminuicdo nos niveis de
GSH nos grupos OVX pode ser explicada pelo processo inflamatério aumentado, o
qual pode ter alterado a disponibilidade de importantes aminoacidos (ex.,glutamina)
para a sintese de glutationa. Além disso, um efluxo de GSH do figado para o
musculo esquelético pode ter ocorrido durante o treinamento resistido (LEW; PYKE;
QUINTANILHA, 1985).

Por sua vez, o treinamento, ndo reverteu os efeitos deletérios nos niveis de
GSH, e um aumento nos niveis de GSSG foi encontrado no grupo sham treinado
(Sham-Tr),indicando aumento do EO no figado destes animais (Fig. 2b).

A literatura tem claramente demonstrado que mudancas nos niveis da
glutationa sdo acompanhadas por aumento da PL que é idenficado pelo aumento na
producéo de MDA (BAEZA et al., 2010) presente estudo, ndo observamos efeito da
ovariectomia em aumentar os niveis de MDA (Fig. 6). Uma explicacdo para este
resultado é que o figado possui alta taxa mitética, com menor susceptibilidade ao
dano de EROS e capacidade aumentada em reparar o DNA (WEI; KAO; LEE, 1996).

Por outro lado, o treinamento resistido aumentou os niveis de MDA
independentemente do status ovariano (Fig.6), indicando que nosso protocolo de
treinamento causou um intenso processo oxidativo nestes animais.

Da Silva et al. (2009), investigaram o efeito de diferentes protocolos de
exercicio fisico em biomarcadores de EO no figado de ratos e encontraram que o
treinamento continuo e excéntrico promoveram diminuicdo nos niveis da PL.

Adicionalmente, Rosety-Rodriguez et al. (2006) demonstraram que 0 exercicio
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cronico moderado reduziu o dano oxidativo induzido por estresse emocional por
meio da diminuicdo significativa na producado de EROS e produtos da PL no figado,
diferentemente dos nossos resultados.

O figado contém altos niveis de xantina desidrogenase (XD), enzima que
durante o exercicio é convertida em xantina oxidase (XO). A XO reduz O, ao invés
do NADP”, produzindo superéxido (O,") (BLOOMER; GOLDFARB, 2004; RADAK;
CHUNG; GOTO, 2008), o que explica em partes, o dano oxidativo encontrado nos
animais treinados do nosso estudo.

A producdo de EROS e dano hepético tém sido negativamente
correlacionados com baixos niveis de vitamina E (LEO; ROSMAN; LIEBER, 1993). A
vitamina E é um antioxidante sollvel em gordura no plasma que é principalmente
estocado no figado, realizando a funcdo de eliminar radicais peroxil (ROO¢)
(OSTMAN et al.,, 2009). Diversos estudos tem claramente demonstrado que 0s
niveis de vitamina E plasmaticos estdo reduzidos significativamente em pacientes
com EH (LEO; ROSMAN; LIEBER, 1993). Neste contexto, Zamin et al. (2010)
verificaram que a suplementacdo com vitamina E reduziu significativamente o EO
no figado, diminuindo a deplecdo de glutationa, levando a conclusdo de que a
vitamina E tem um importante papel terapéutico na prevencao de doencas como a
EH (PHUNG et al., 2001).

Em nosso estudo, a diminuicdo na concentracdo de vitamina E em ambos os
animais ovariectomizados (ex., sedentérios e treinados) pode ser explicada pela
baixa concentracdo de GSH, uma vez que GSH reduz dihidroascorbato em
ascorbato garantindo a reciclagem da vitamina E (Fig. 3). O treinamento resistido
realizado néo reverteu este efeito da ovariectomia e, além disso, causou uma
diminuicdo da concentracédo de vitamina E no grupo sham (Sham-Tr), sugerindo EO
hepatico aumentado nestes animais. Este resultado corrobora com os achados de
Aikawa et al. (1984), que evidenciaram deplegéo de vitamina E nos tecidos hepatico
e muscular em ratos treinados que tiveram dieta normal e com deficiéncia de
vitamina E. Outra explicacdo para esta diminuicdo nos niveis de vitamina E é o
processo de redistribuicdo de vitamina do figado para o masculo ativo (SWIFT et al.,
1998).

Outra consequéncia fisiol6gica da ovariectomia e menopausa € o aumento da

atividade enzimética da CAT e a diminuicdo da atividade enzimética da SOD e GSH-
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Px (TRESGUERRES et al.,, 2008; TREVISAN et al., 2001). Isso ocorre porque
quando o EO aumenta a SOD diminui devido & inativacédo irreversivel do seu produto
H,0,, enquanto ocorre o0 aumento da CAT com o intuito de eliminar o H,0,.

Embora os resultados relacionados ao treinamento sejam conflitantes, a
atividade fisica regular leva ao aumento da atividade enzimética antioxidante,
especialmente em tecidos como muasculo esquelético (RADAK et al.,, 1999;
TERBLANCHE, 2000). Os efeitos do exercicio crénico no EO hepatico e sistema
antioxidante tém sido investigados em varios estudos, 0s quais mostram que 0O
exercicio resulta em atividade enzimética da CAT reduzida (LAUGHLIN et al., 1990;
LEEUWENBURGH et al., 1999) e atividade da SOD aumentada (BURNEIKO et al.,
2006). Este imbalancgo entre a atividade da SOD e CAT pode ser atribuido a altos
niveis de moléculas pro-inflamatérios (PETERSEN; PEDERSEN, 2005), as quais
sdo conhecidos em aumentar o RNAm da SOD (DOUGALL; NICK, 1991);
adicionalmente, a atividade da CAT pode ser inibida pelos ions superéxido
produzidos durante o exercicio (KONO; FRIDOVICH, 1982). Em nosso estudo, ndo
observamos mudancas na atividade da CAT e SOD frente as condicbes de
ovariectomia e treinamento resistido que pode ser atribuida a uma possivel
adaptacao fisiologica induzida pelo EO. (Fig. 4a, b).

Por sua vez, a ovariectomia exerceu uma diminui¢do pronunciada nos niveis
do RNAm da GSH-Px (Fig. 5). Borras et al. (2005), mostraram em linhagens de
celulares mamarias tumorais (MCF-7), que o estradiol promove uma regulacdo
ascendente na expressao de Mn-SOD e GSH-Px, mediada pela interacdo deste
horménio com o receptor de membrana, ativacdo da quinase ativada por mitbgeno
(MAP quinase) e ativacdo do NF-kappa, exercendo efeito protetor. Entretanto, o
treinamento resistido aumentou os niveis de RNAm da GSH-Px (Fig. 5), indicando
uma possivel adaptacéo desta proteina ao aumento do dano oxidativo ocasionado
pelo treinamento. Nossos resultados estdo em concordancia com os de Chang et al.
(2004), que obtiveram efeitos similares com o treinamento de endurance
providenciando protecdo no figado de ratos diabéticos. Entretanto, o aumento da
expressao génica da GSH-Px proporcionado pelo protocolo de treinamento realizado
em nosso estudo, ndo foi acompanhado por um aumento nos niveis de GSH, que é
necessario para a manutencdo de uma condicdo catalitica Otima desta enzima.

Como a atividade da GSH-Px ndo foi monitorada nos animais do nosso estudo é
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dificil determinar se a regulagdo ascendente encontrada nos niveis de RNAm da
GSH-Px foram adaptac¢0es positivas ou negativas.

Em suma, os achados relevantes encontrados neste trabalho s&o os
seguintes: Primeiro, o programa de treinamento resistido adotado no nosso trabalho
nao reverteu o dano oxidativo hepético causado pela Ovx e também aumentou o EO
no figado. Segundo, o tipo de periodizacao utilizada neste modelo de treinamento
resistido gerou estresse oxidativo no figado de maneira similar aos modelos de
overtraining. Terceiro, os biomarcadores hepaticos de estresse oxidativo usados no
nosso estudo podem constituir uma ferramenta diagnostica para o overtraining.
Quarto, em vista dos resultados apresentados neste estudo, futuros trabalhos séo
necessarios para elucidar e caracterizar com exatiddo o nivel de estresse
psicolégico e metabdlico impostos a estes animais, frente ao modelo de treinamento
resistido utilizado no nosso estudo, bem como estabelecer relacées com o EO em

outros érgao e sistemas.
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