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RESUMO

A ovariectomia associada a diminuicdo de estrogénio estd associada com o aumento na
prevaléncia da obesidade, condi¢cdo que aumenta o risco de sindrome metabolica. Em
mulheres, evidéncias mostram que a inflamacao induzida pela obesidade no tecido adiposo
visceral (TAV) promove desregulacao na expressdo de citocinas inflamatdrias. A reposicdo de
estrogénio (RE) e o treinamento resistido (TR) possuem efeitos benéficos em mulheres pos
menopausadas, porém ndo se sabe se estas intervencdes sdo eficazes em minimizar a
inflamacdo no TAV. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do TR e da RE em
marcadores pré e anti-inflamatorios no tecido adiposo branco visceral mesentérico de ratas
ovariectomizadas. Ratas fémeas Sprague-Dowley foram divididas em 6 grupos: Sham-
Sedentarias (Sham-Sed), Ovariectomizadas- Sedentarias ( Ovx-Sed), Sham-Treinadas (Sham-
TR), Ovx-TR, Ovx-Sed-RE e Ovx-TR-RE. A RE foi feita por meio de capsulas silasticas,
contendo 17p-estradiol. O TR exigiu que os animais escalassem uma escada vertical de 1,1m
com frascos conicos contendo pesos atados em suas caudas e teve duragdo de 12 semanas. A
morfologia foi avaliada por andlise histoldgica. A expressao génica foi realizada por Reacéo
em Cadeia da Polimerase- Tempo Real (PCR-RT) e a concentracdo proteica por ensaios
Multiplex/Luminex. A ovariectomia aumentou o tamanho do adipdcito e reduziu a expressao
de moléculas anti-inflamatoérias no TAV, que foi restaurada parcialmente pela RE. Por sua
vez, o TR, foi capaz de minimizar o aumento da inflamagdo no TAV das ratas Ovx.
Concluimos que a RE, bem como o TR foram eficazes em atenuar a inflamacdo promovida
pela Ovx no TAV.

Palavras chave: ovariectomia, treinamento resistido, reposi¢cdo de estrogénio, citocinas,

inflamacéo.



ABSTRACT

The ovariectomy associated with decreased estrogen is associated with increased prevalence
of obesity, a condition that increases the risk of metabolic syndrome. Evidence shows that
inflammation-induced obesity in visceral adipose tissue (VAT) promotes deregulation in the
expression of inflammatory cytokines. Hormone replacement (HR) and resistance training
(RT) have beneficial effects on postmenopausal women, but it is unclear whether these
interventions are effective in minimizing inflammation in VAT. The aim of this study was to
evaluate the effects of RT and ER in adipocyte size, gene expression and protein
concentration of inflammatory markers. Rats Sprague-Dowley females were divided into six
groups: Sham-Sedentary (Sham-Sed), Ovariectomized Sedentary (Ovx-Sed), Sham-Trained
(Sham-TR), Ovx-TR, Ovx-Sed-ER and Ovx-TR-ER. The ER was performed using Silastic®
capsules. During the 12- week RT, the animals climbed a ladder with weights attached to the
tails. The morphology was confirmed by histological analysis. The gene expression was
performed by RT-PCR and protein concentration by Multiplex / Luminex assays.
Ovariectomy increased adipocyte size and decreased expression of anti-inflammatory
molecules in TAV, which was partially restored by RE. In turn, TR, was able to minimize the
increase in inflammation in TAV of Ovx rats. We conclude that ER and TR were effective in

alleviating inflammation promoted by Ovx in TAV.

Keywords: ovariectomy, resistance training, estrogen replacement, cytokines, inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Menopausa e deficiéncia de estrogénio

O aumento da expectativa média de vida entre as mulheres nas Gltimas décadas
tem sido o motivo principal da maior atengdo dada para os aspectos envolvendo o periodo do
climatério (WHO, 1990). A menopausa esta associada a um declinio natural de estrogénio e
por definicdo compreende a auséncia permanente da menstruacdo por 12 meses consecutivos
e a idade media para ocorréncia da menopausa natural ocorre em torno de 50 anos (BURGER
et al, 2002).

O termo perimenopausa inclui o periodo que antecede a menopausa (quando 0s
sintomas endocrinologicos, bioldgicos e clinicos da menopausa se iniciam) e 0 primeiro ano
apos a menopausa. (WHO, 1990). A pds-menopausa envolve os estagios precoce e tardio. O
estagio pds-menopausico precoce inclui os cinco primeiros anos depois do Ultimo
sangramento menstrual e a menopausa tardia, os anos posteriores (VIEIRA et al, 2012). O
diagnédstico do climatério, particularmente a identificacdo da perimenopausa e do estado
menopausico, é essencialmente clinico (WHO, 1990; BURGER et al, 2002). Esses sintomas
incluem fogachos e sudorese diurna e noturna, palpitacdes, insdnia, depressdo, ansiedade,
irritabilidade, reducdo da libido, astenia, reducdo da memoria, dificuldade de concentracdo
(WOODS; MITCHELL, 2005).

Além disso, o periodo po6s-menopausico € caracterizado por intensas
modificagdes hormonais, principalmente a diminuicdo na concentracdo de estrogénio
(MALTAIS; DESROCHES; DIONNE, 2009). Além do papel classico na reproducao,
estrogénios regulam vias metabdlicas incluindo a funcdo e biogénese mitocondrial, transporte
e oxidacao de acidos graxos, lipogénese e lipdlise (JACKSON et al, 2013; VELARDE, 2013).
O declinio e a eventual diminuicdo de estrogénio circulante especificamente 17-p-estradiol,
estd associado ao acumulo de gordura na regido visceral, reducdo na oxidacgdo lipidica,
reducdo da secrecdo e da sensibilidade a acdo da insulina, hiperinsulinemia compensatoria e
marcadores inflamatérios elevados tanto no tecido adiposo, bem como no figado (ROGERS et
al, 2009; MALTAIS; DESROCHES; DIONNE, 2009; FERRARA et al, 2002).

Estudos prévios mostram que a deficiéncia de estrogénio aumenta o
desenvolvimento de sindrome metabdlica predispondo a, aterosclerose, esteatose hepatica nao
alcoolica (EH), diabetes tipo 2 e obesidade (DOS REIS et al, 2003; SCHUSTER, 2010;
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CARR et al, 2004). A mulher na pos-menopausa tem maior propensdo a desenvolver
adiposidade abdominal que esté associada a concentracdes sistémicas aumentadas de citocinas
inflamatdrias, indicando que o estrogénio pode modular tanto a adiposidade corporal, bem
como a inflamacgao sistémica (SKURK et al, 2007).

O TA possui uma grande plasticidade, devido a sua rapida habilidade de se
expandir ou de se reduzir. Tanto a hiperplasia quanto a hipertrofia dos adipdcitos podem
contribuir para a expansao do TA. Entretanto, a hipertrofia ocorre antes da hiperplasia para
atender a necessidade de um maior estoque de gordura que ocorre com a progressao da
obesidade (JO et al, 2009). Além disso, existe distincdo entre uma expansdo saudavel e uma
expansdo patoldgica do tecido. A expansdo saudavel é o aumento da massa de gordura por
meio do recrutamento de células precursoras que se diferenciam em pequenos adipdcitos
associados ao recrutamento de células estromais com subsequentente vascularizagdo, minima
inducéo da matriz extracelular (MEC) e minima inflamag&o (SUN et al, 2011). Por outro lado,
na expansdo patoldgica do TA ocorre rapido crescimento da massa de gordura por meio do
alargamento de células de gordura exixtentes, alto grau de infiltracdo de macrofagos M1,
menor desenvolvimento de vasos sanguineos e fibrose (SUN et al, 2011).

H& evidéncias que mulheres na pés-menopausa possuem maiores adipdcitos
(SKURK et al, 2007) e que a atividade lipolitica destes estd aumentada, o que explicaria a
maior concentracdo sisttémica de acidos graxos livres (AGL) nestas mulheres (MALTAIS;
DESROCHES; DIONNE, 2009). No figado, a entrada aumentada de AGL pode promover
esgotamento da oxidacdo mitocondrial, aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e estresse oxidativo hepatico. A peroxidacdo lipidica aumentada leva a producdo de
produtos intermediarios pré-inflamatorios, favorecendo a fibrogénese. Além disso, o acimulo
de AGL no figado, resulta em um ambiente inflamatério que predispde o desenvolvimento de
doengas como EH. (MALTAIS; DESROCHES; DIONNE, 2009; SCHUSTER, 2010).

Os animais ovariectomizados sdo usados para investigar 0s mecanismos
responsaveis pelas complicacdes relacionadas a menopausa em humanos (TURNER, 2001). A
inducdo da ovariectomia (OVX) nédo reflete o processo da poés-menopausa tal como ocorre
naturalmente, pois este € um processo longo e gradual em que a secrecdo de estrogénio néo
cessa abruptamente. Entretanto, a OV X possui uma grande aplicabilidade por conseguir em
um curto periodo de tempo a maioria das caracteristicas desejadas que se instalam pela
deficiéncia de estrogénio (ROGERS et al, 2009; JACKSON et al, 2013; SKURK et al, 2007).

Portanto, inimeros estudos utilizam ratas ovariectomizadas para investigar o

efeito da deficiéncia de estrogénio no perfil metabdlico e inflamatdrio, dentre outras
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alteracdes (ROGERS et al, 2009; JACKSON et al, 2013). Neste contexto, nosso grupo de
pesquisa demonstrou que a OVX induziu aumento do conteudo lipidico no figado, masculos
esqueléticos, coracdo e depdsitos de gordura, bem como mudancgas negativas no perfil
lipidico, aumento do estresse oxidativo e alteracBes na expressdo de genes envolvidos no
metabolismo lipidico hepatico (LEITE et al, 2009; RODRIGUES et al, 2013; STOTZER et
al,2015). Adicionamente, evidéncias mostram que a OVX associada ao aumento da
adiposidade promove aumento de quimioatraentes tais como proteina quimioatraente de
mondcito-1 (MCP-1) e RANTES, levando ao acumulo de macréfagos M1 pré-inflamatorios
no tecido adiposo. Por sua vez, este aumento promove um up-regulation de mediadores pro-
inflamatérios (TNF-a, IL-6) culminando no desenvolvimento de resisténcia insulinica
(ROGERS et al, 2009). Em um estudo conduzido por Vieira et al (2012), foi encontrado
aumento de expressdo génica de 1L12p40 e IFN-y e diminui¢do de arginase- 1 no tecido
adiposo abdominal. Este fendtipo inflamatério M1 encontrado nesses animais, sugere que
alguns disturbios metabdlicos como a resisténcia insulinica podem ocorrer durante a

menopausa, mesmo quando a obesidade ndo esta presente.
1.2 Obesidade na menopausa

Atualmente, a obesidade, é considerada um dos principais problemas de saude
publica, constituindo-se epidemia mundial responsadvel por aumento substancial da
morbimortalidade (WHO, 2015). Segundo a World Health Organization, o nimero de pessoas
obesas praticamente dobrou desde 1980, sendo que 1,4 bilhGes de pessoas estavam acima do
peso em 2008 (WHO, 2015). Em 2014, mais de 1,9 bilhdes de adultos, com 18 anos ou mais
velhos, estavam acima do peso. Destes mais de 600 milhGes eram obesos. Em 2014, 39% dos
adultos com 18 anos ou com idade superior estavam acima do peso e 13% eram obesos. Em
2013, 42 milhdes de criancas menores de 5 anos de idade estavam acima do peso ou obesos
(WHO, 2015). Sendo assim, 0 excesso de peso tem aumentado de forma gradativa em todas
as faixas etarias e esta associado a algumas doencas crénico-degenerativas (ASHWELL et al,
1982; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

Na menopausa é frequente o aumento da massa corporal e modificagbes na
distribuicdo de gordura (FERRARA et al, 2002; DOS REIS et al, 2003). No Brasil, a
prevaléncia de sobrepeso e obesidade, (indice de massa corporal maior ou igual a 25 kg/m?)
aumenta com a idade em mulheres, sendo de 37,85% na faixa etaria de 30 a 44 anos e de 55%
em mulheres entre 45 a 64 anos (WHO, 2015).
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A etiologia da obesidade é bastante complexa, envolvendo uma gama de
fatores, como historicos, politicos, bioldgicos, culturais, psicossocial e sociecondémicos
(WHO, 2003; KOLOTKIN et al, 2001). A obesidade pode ser definida como o grau
exacerbado de armazenamento de gordura no organismo associado a riscos para a salde,
devido a sua relacdo com vérias complicagdes metabdlicas (WHO, 1998). O determinante
mais imediato do acumulo excessivo de gordura e, por consequéncia, da obesidade, é o
balango energético positivo que pode ser definido como a diferenca entre a quantidade de
energia consumida e a quantidade de energia gasta na realizagdo das fungdes vitais e de
atividades em geral. Pode tornar-se positivo quando a quantidade de energia consumida é
maior do gque a quantidade gasta, resultando em ganho de peso (KOLOTKIN et al, 2001).

Além do grau do excesso de gordura, a sua distribuicdo regional no corpo sédo
determinantes nos riscos relacionados ao excesso de peso (PALLOTTINI et al, 2008;
ROGERS et al, 2009). O excesso de gordura abdominal representa maior risco do que o
excesso de gordura corporal por si s6. Essa condicdo é denominada de obesidade visceral
(Figl), ao passo que a distribuicdo periférica € denominada como obesidade subcutanea
(Figl), com menores implicacdes a satde do individuo (ASHWELL et al, 1982). O aumento
da obesidade entre as mulheres na p6s-menopausa, principalmente a obesidade central (TOTH
et al, 2000), constitui-se como fator de risco para enfermidades como dislipidemias, doencas
cardiovasculares e diabetes melito tipo Il (ROGERS et al, 2009).

Figura 1 — Esquema que representa os tipos de obesidade

maga

; Obesidade Visceral
6 Acumulo de gordura

visceral
\ péra
g} Qbesidade Subcutanea
Actimulo de gordura
N subcutinea

Fonte: adaptado de Nikolajczyk BS et al., 2012.
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1.3 Tecido adiposo

O tecido adiposo (TA) em um individuo normal representa cerca de 20% da
massa corporal, (8-18% nos homens e 14-28% nas mulheres), sendo considerado como um
dos maiores 6rgdos do corpo humano (CINTI, 1999). O TA é constituido por adipdcitos,
células que sdo especializadas no armazenamento de lipideos na forma de triacilglicerol
(TAG) em seu citoplasma, sem comprometimento da integridade funcional (SAELY;
GEIGER; DREXEL, 2012; CINTI, 1999). Essas células possuem todas as enzimas e
proteinas reguladoras para sintetizar acidos graxos (lipogénese), estocar TAG em periodos de
oferta abundante de energia e mobiliza-los quando ha déficit caldrico (lipdlise) (AHIMA;
FLIER, 2000).

Histologicamente, o TA além de adipdcitos, é composto por pré-adipdcitos
(células precursoras de adipdcitos), células endoteliais (que formam uma extensiva
vasculatura), fibroblastos, pericitos (células mesenquimais que podem se tornar adipdcitos),
células do sistema imunolégico (macréfagos e células T) (SAELY; GEIGER; DREXEL,
2012; KERN et al, 2001). Na visdo cléssica, 0 TA era reconhecido como reservatorio passivo
de energia. Entretanto, em 1994, com a descoberta da leptina, um horménio produzido pelo
tecido adiposo, passa-se a aceitar definitivamente o tecido adiposo como 6rgdo enddcrino
metabolicamente ativo responsavel pela secrecdo de varias substancias chamadas de
adipocinas dentre as quais, a adiponectina, leptina, resistina, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), MCP-1, interleucina-6 (IL-6) entre outros (PRINS, 2002; FANTUZZI, 2005).

O TA é subdivido em tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom
(TAM). O TAB é localizado perifericamente nas regides subcutanea e visceral e armazena
energia na forma de triacilglicerol participando da regulacdo do balango energético
(FANTUZZI, 2005). De modo geral o tecido adiposo branco visceral (TABV), ou omental, é
0 mais ativo, ou seja, o mais sensivel a lipolise via catecolaminas e -adrenorreceptores, € 0
mais resistente & a¢do da insulina, liberando maior concentracdo de AGL, diretamente na veia
porta hepética (SAELY; GEIGER; DREXEL, 2012; CINTI, 1999). O TABV, secreta maiores
concentracdes de adipocinas relacionadas a processos pro-inflamatorios, como TNF-a,
angiotensina-I, resistina, IL-6 (TRZECIAK-RYCZEK, 2011). O acimulo de tecido adiposo e
0 aumento da inflamacdo estdo relacionados ao aumento na incidéncia de algumas doengas,
tais como diabetes tipo Il, hipertensdo arterial, alguns tipos de cancer e alteragdes hepaticas
(KERN et al, 2001).
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Por sua vez, o0 TAM ndo é apenas encontrado em recém-nascidos como se
acreditava anteriormente, concluindo que uma fracdo de adultos possui 0 TAM ativo
(SAELY; GEIGER; DREXEL, 2012). Este tecido possui acdo termogeénica e é regulado pelo
sistema nervoso simpatico. Diferentemente do adipdcito branco que possui um didmetro
médio de 90-100 um e armazena triacilglicerol em uma Unica e grande gota lipidica ocupando
85-90% do citoplasma, o adipdcito marrom é uma célula menor ¢ atinge em média 60 um de
diametro, possui varias goticulas lipidicas citoplasmaticas de diferentes tamanhos, citoplasma
relativamente abundante, nucleo esférico e um ndmero grande de mitocondrias (AHIMA,;
FLIER, 2000).

As células do TAM, ndo possuem o complexo enzimatico necessario para a
sintese de trifosfato de adenosina (ATP) e utilizam a energia liberada pela oxidacdo de
metabdlitos, principalmente &cidos graxos, para gerar calor (TIMMONS; PEDERSEN, 2009).
Esse processo ocorre porque a proteina desacopladora-1 (UCP-1), uma proteina da membrana
mitocondrial interna do adipécito marrom, atua como um canal de préton (TIMMONS;
PEDERSEN, 2009) levando a interrupcdo do fluxo de elétrons da cadeia respiratdria ou
fosforilacdo oxidativa, resultando em geracao de calor ao invés de ATP. Devido ao fato da
UCP-1 funcionar consumindo os estoques de energia e liberando calor, surgiram grandes
perspectivas em relacdo ao seu possivel papel na etiologia da obesidade (VIRTANEN;
LIDELL, 2009).

1.4 Inflamagéo crénica de baixo grau

A inflamacdo é uma resposta biol6gica dos tecidos vivos vascularizados a
injaria local. Esta resposta do organismo a um estimulo lesivo (fisico, quimico ou biol6gico),
pode ser considerada como um mecanismo de defesa que atua no controle local da leséo pelo
aumento do metabolismo basal e por uma resposta rapida do sistema imunoldgico que
geralmente promove resolucdo do quadro inflamatério (MEDZHITOV, 2008). A resposta
inflamatdria inclui a participacdo de diversos tipos de células, como neutrofilos, macréfagos,
mastocitos, linfocitos, plaquetas, células endoteliais e fibroblastos (TRAYHURN; WOOD,
2004; MEDZHITQV, 2008).

A resposta inflamatdria que ocorre na obesidade é de natureza diferente ao
paradigma classico. Nesse caso, o fator que desencadeia a inflamag&o é o consumo excessivo
de nutrientes o que leva ao aumento no tamanho do adipocito (hipertrofia), bem como do seu
namero (hiperplasia) (SKURK et al, 2007; TRAYHURN; WOOD, 2004). A adipogénese
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observada esté relacionada com a diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipdcitos maduros que
secretam adipocinas, as quais possuem efeitos autocrinos, paracrinos e endocrinos
(TRAYHURN; WOOD, 2004; STRISSEL et al, 2007).

Quando ocorre aumento da adiposidade corporal, uma desregulacdo na
expressdo génica e secrecdo de adipocinas sdo observadas, resultando em disfuncdes
metabolicas associadas a obesidade, tais como hipertensdo, diabetes, dislipidemias
(VIRTANEN; LIDELL, 2009; YAMAUCHI et al, 2002). A inflamacéo parece estar associada
a etiologia destas doencas e o desenvolvimento de um estado inflamatério crénico de baixo
grau é considerado um fator de risco para estas doencas (TRAYHURN; WOOD, 2004,
HAUNER, 2005).

O processo de quimiotaxia é extremamente importante para recrutar as células
ao local da inflamacéo. Os macrdfagos possuem um papel vital nas diversas fases da resposta
inflamatéria (GORDON, 2001). Dentre suas funces estd sua capacidade em fagocitar,
processar e apresentar antigenos aos linfécitos T, angiogénese, remover fragmentos necréticos
e reparo tecidual (ABBAS; JANEWA; C.A, 2000). Essas células secretam uma série de
citocinas tais como TNF-a, IL-6, Interleucina-10 (IL-10), Interleucina-12 (IL-12). Fator
transformador de crescimento p (TGF-B), Interleucina-1 (IL-1B), Interleucina-18 (IL-18),
espécies reativas de oxigénio (EROs), dentre outras (TRAYHURN; WOOD, 2004),
(HAUNER, 2005).

Os macréfagos iniciam a resposta imune por meio do reconhecimento de
padrGes moleculares, encontrados geralmente na superficie de microorganismos dentre eles 0s
receptores transmembranicos chamados de receptores toll-like (TLRs) (JACOBI; STANYA,;
LEE, 2012). Além disso, individuos obesos possuem uma concentracdo elevada na circulacéo
de marcadores inflamatdrios tais como Proteina C-Reativa (PCR), TNF-a ¢ IL-6
(VIRTANEN; LIDELL, 2009; KERN et al, 2001).

No entanto, o tecido adiposo € uma fonte abundante de fatores anti-
inflamatdrios (JUGE-AUBRY et al, 2005). A adiponectina que é exclusivamente produzida
pelo adipocito, é considerada uma adipocina que exerce protecdo contra a aterosclerose e
diabetes (YAMAUCHI et al, 2002). Em individuos obesos as concentragdes de adiponectina
estdo reduzidas (ARITA et al, 1999). Estudos mostram que a hipoadiponectinemia esta
intimamente associada a resisténcia insulinica (WEYER et al, 2001). Ja foi identificada
também a liberacdo de IL-10 pelo tecido adiposo (JUGE-AUBRY et al, 2005) e estudos
clinicos mostram uma estreita relacdo entre diminuicdo na concentragdo de IL-10 em

mulheres obesas e a prevaléncia de sindrome metabolica (ESPOSITO et al, 2003).
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Estudos demonstram que a hipertrofia dos adipdcitos é o principal mecanismo
para a expansdo do tecido adiposo durante o desenvolvimento da obesidade (SKURK et al,
2007). Acredita-se também que com a hipertrofia nos adipdcitos ocorra compressao dos vasos
sanguineos do TAB determinando um suprimento de oxigénio inadequado. Este quadro de
hipoxia local pode levar & morte de alguns adipdcitos estimulando a quimiotaxia de
macrofagos e aumentando a expressdo de genes pro-inflamatérios e de EROs (SKURK et al,
2007; HOTAMISLIGIL, 2006). Além disso, adipocitos hipertrofiados com grandes estoques
de triglicerideos possuem uma alta taxa lipolitica produzindo menos adiponectina (DYCK,
2009).

Outros trabalhos mostram que o tecido adiposo do obeso é caracterizado pela
infiltracdo aumentada de macrofagos, o que representa uma importante fonte de inflamacéo
nesse tecido (ROGERS et al, 2009). A polarizagdo de macréfagos para os subtipos
classicamente ativados (M1) ou alternativamente ativados (M2) (Fig 2), dentro do tecido
adiposo determina o aumento do mesmo em modelos de obesidade (LUMENG; BODZIN;
SALTIEL, 2007). A obesidade induzida por dieta hiperlipidica aumenta a populacdo de
macréfagos M1 que produz TNF-a, IL-6 e 6xido nitrico. Em contrapartida, macr6fagos M2
produzem citocinas anti-inflamatodrias e arginase (LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007).

Figura 2 — Infiltracdo de macrdofagos pré-inflamatérios M1 no tecido adiposo
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Em ratos obesos é observada a presenga predominatnte de macréfagos M1,
principalmente como estruturas cross-like em torno de adipocitos que estdo sofrendo apoptose
(LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007). Adicionalmente, a analise temporal do tecido
adiposo em obesos, revelou que o recrutamento de macrofagos M1 coincide com o
aparecimento de adipdcitos necréticos e o aparecimento da resisténcia insulinica (STRISSEL
et al, 2007). Portanto, os macréfagos M1 induzem estados inflamatdrios cronicos, e 0s M2 sdo
considerados reguladores negativos desse processo (LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007).

1.5 Adipocinas

As adipocinas sdo moléculas biologicamente ativas sintetizadas e secretadas
pelo tecido adiposo (TRAYHURN; BEATTIE, 2001). As principais categorias funcionais das
adipocinas encontram-se resumidas na (Fig 3). A diversidade das adipocinas tanto em termos
de estrutura e funcdo é consideravel (TRAYHURN; BEATTIE, 2001).

Figura 3 — Adipocinas secretadas pelo tecido adiposo
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Fonte: adaptado de Sakurai et al., 2013.

O grupo inclui citocinas classicas (ex., TNF-o, IL-6, CXCLS8), fatores de

crescimento (ex., TGF-B), proteinas do sistema de complemento alternativo (ex.,adipsina). O
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grupo também inclui proteinas envolvendo a homeostase vascular (ex., inibidor do ativador de
plasminogénio), da regulacdo da pressdo sanguinea (ex., angiotensinogénio), homeostase da
glicose (ex., adiponectina, resistina), angiogénese (fator de crescimento endotelial vascular),
dentre outras (TRAYHURN; BEATTIE, 2001; TRAYHURN; WOOQOD, 2004). Sendo assim,
em funcdo da variedade de proteinas e fatores ja identificados, o tecido adiposo branco é
considerado um 6rgédo endocrino de grande complexidade altamente integrado com sistemas
de controle fisioldgicos e metabolicos (TRAYHURN; WOOD, 2004).

1.5.1 TNF-alfa

O TNF- alfa (TNF-a) descoberto em 1975 é considerado uma das principais
citocinas relacionadas aos processos inflamatdrios e imunes, agindo em diversas partes do
corpo. Ele é secretado por macrofagos, linfocitos e mondcitos, sendo a presenga de
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos o principal estimulo para que isto ocorra (PRINS, 2002;
TRAYHURN; WOOD, 2004). Weisberg et al. 2003, demonstraram que macréfagos da fracdo
vascular estromal, sdo as principais fontes de TNF-a e que o aumento desta citocina na
obesidade ocorre pela infiltracdo aumentada de M1 no tecido adiposo.

O TNF-a originalmente foi caracterizado como um fator indutor de caquexia
(KAWAKAMI; PEKALA; LANE, 1982). Entretanto, a expressdo de TNF-a esta aumentada
no tecido adiposo de individuos obesos (KAHN; FLIER, 2000). Sendo assim, altas
concentragdes desta adipocina na obesidade podem parecer paradoxais. No entanto, haja vista
gue tanto a caquexia bem como a obesidade sdo doencas inflamatorias, € compreensivel o
aumento da concentragdo de TNF-a em ambas as condigdes. Alguns estudos demonstraram
que sua concentracdo plasmatica possui correlagdo positiva com a obesidade e resisténcia
insulinica por meio da fosforilagdo em serina do receptor de insulina, podendo inibir a
sinalizacdo insulinica (PRINS, 2002). Além disso, o tratamento cronico com TNF-a mostrou
diminuir o estimulo da insulina e captacdo de glicose no musculo esquelético (PRINS, 2002).
No tecido adiposo, 0 TNF-a diminui a expressdo génica de genes envolvidos na captacdo e
armazenamento de acidos graxos livres e glicose, inibe a lipogénese, aumenta a expressao de
IL-6 e diminui a de adiponectina (TRAYHURN; WOOD, 2004; RAJALA; SCHERER,
2003).
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1.5.2 Adiponectina

A adiponectina é uma adipocina produzida exclusivamente pelo tecido adiposo
e possui diversas particularidades que a distinguem de outras adipocinas (WULSTER-
RADCLIFFE et al, 2004). Os niveis de adipocinas circulantes estdo diminuidos no individuo
obeso, em diabéticos tipo Il e pacientes com doenca cardiaca coronariana (FANTUZZI,
2005). Possui varias acdes benéficas, com efeitos metabdlicos anti-inflamatorios e
antiaterogénicos (FANTUZZI, 2005). Os efeitos anti-inflamatérios e antiaterogénicos se
devem principalmente pela reducgdo da expressdo de TNF-a, diminui¢cdo da quimiotaxia de
macrofagos, aumento da producdo de citocinas anti-inflamatorias como IL-10, inibicdo da
adesdo de mondcitos, aumento da producdo de Oxido nitrico, estimulacdo da angiogénese,
inibicdo na producdo de IL-6 e supressdo da atividade da resistina que tem efeitos pro-
inflamatorios (FANTUZZI, 2005; ABU-TAHA et al, 2009). A maior parte desses efeitos
pode ser explicada pela inibicdo da atividade do fator nuclear Kappa B (NF-kB) (WULSTER-
RADCLIFFE et al, 2004) que medeia as respostas imunes e inflamatorias e é regulado por
uma familia de proteinas inibidoras IKB. Na sua forma inativa, 0 NF-kB reside no citoplasma
ligado a proteina inibitoria IkBo que deve ser fosforilada e degradada para liberar a atividade
de NF- kB. O NF- kB ativado se transloca para o nucleo e induz a transcri¢cdo de inimeros
genes que medeiam diversos processor celulares, dentre eles a imunidade e inflamacéo.

Além disso, O TNF-o que esta aumentado no tecido adiposo de individuos
obesos pode exercer um downregulation na producdo de adiponectina (WANG et al, 2004).
Por outro lado, a adiponectina reduz a producéo e a atividade de TNF-a (MASAKI et al,
2004). Os efeitos metabdlicos se devem a melhora da sensibilidade insulinica, reducdo da
secrecao de glicose no figado e aumento da captacdo de glicose. Observa-se também que 0s
niveis de adiponectina sdo inversamente proporcionais a resisténcia insulinica (FANTUZZI,
2005), (MASAKI et al, 2004).

1.5.3 Interleucina-6 (IL-6)

A IL-6 é uma citocina multipotente produzida por muitos tipos de células
(células endoteliais, fibroblastos, mondcitos), e muitos tecidos incluindo o tecido adiposo
(FANTUZZI. G, 2005). Entretanto, no tecido adiposo, a maior quantidade de IL-6 ndo é
produzida pelo adipécito maduro, mas pelas ceulas da fragcdo estromal vascular incluindo pre-

adipdcitos, celulas endoteliais e macrofagos. Possui uma variedade de fungGes como
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regulacdo da hematopoiese, resposta imune e inflamatdria. Semelhante ao TNF-o, a IL-6 esta
correlacionada a obesidade e a resisténcia insulinica (SPRANGER et al, 2003). A sua
concentracdo plasmatica esta aumentada em obesos e diminuem com a perda de peso
(COTTAM et al, 2004). A deplecdo de IL-6 em ratos obesos mostrou uma melhora da acéo
insulinica hepética, enquanto a infusdo de 11-6 promoveu resisténcia insulinica no figado de
ratas (KLOVER et al, 2003). Tem sido estimado que o tecido adiposo branco € responsavel
por cerca de 30% da circulacédo de IL-6, com o tecido adiposo visceral produzindo niveis mais
elevados se comparado ao subcutaneo (FRIED; BUNKIN; GREENBERG, 1998). Ambos,
adipdcitos e macrdfagos contribuem para a sintese de I1L-6 pelo tecido adiposo. Em individuos
obesos, 0s niveis elevados de IL-6 estdo relacionados com o aumento de proteinas de fase
aguda, tal como PCR (FANTUZZI, 2005).

1.5.4 Interleucina 10 (IL-10)

A 1L-10 € uma citocina anti-inflamatoria que desempenha um papel crucial na
modulacdo da resposta imunoldgica inata quanto adquirida, inibindo a atividade de
macrofagos, linfocitos e a producéo de citocinas pré-inflamatorias, incluindo TNF-a e IL-6
(GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 2009). Além disso, concentracdes diminuidas de IL-10
estdo associados com a sindrome metabolica (GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 2009).
ESPOSITO et al, (2003), demonstraram concentracdes circulantes de IL-10 elevados em
mulheres obesas e concluiram que isto se deu provavelmente como uma tentativa do
organismo em inibir a produgéo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a. (ESPOSITO et
al, 2003). Adicionalmente, foi demonstrado que a adiponectina induz a expressdo de I1L-10 em
macrofagos de humanos (KUMADA et al, 2004) e que os efeitos anti-aterogénicos de
adiponectina sdo mediados pela IL-10 (NISHIDA et al, 2007).

1.5.5 MCP-1

Proteinas quimiotaticas de mondcitos (MCP-1) sdo expressas e secretadas no
TAB e estdo aumentadas na obesidade (KANDA et al, 2006). S&do predominantemente
produzidas por macréfagos e células endoteliais e possuem caracteristicas quimioatrativas,
atraindo monacitos, que, por sua vez, se diferenciam em macrofagos (WEISBERG et al,
2006). Os macrdéfagos aumentam a sintese e secrecdo de proteinas como TNF-o e IL-6
favorecendo a resposta inflamatoria e a resisténcia insulinica (SARTIPY; LOSKUTOFF,
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2003; HOTAMISLIGIL et al, 1995). Estudos mostraram que existe uma relagcdo entre o
desenvolvimento da resisténcia insulinica e a expressdo aumentada de MCP-1 no TAB
(SARTIPY; LOSKUTOFF, 2003; HOTAMISLIGIL et al, 1995). A inibicdo da expressdo de
MCP-1, em animais geneticamente modificados levou a uma diminui¢do da infiltracdo de

macrofagos no TAB, melhorando assim a sensibilidade a insulina (KANDA et al, 2006).

1.6 Via TLR4/NF-kB

O receptor toll-like 4 (TLR4) é membro de uma familia de receptores de
membrana que sdo expressos na superficie de varias células efetoras da resposta imune inata.
(VITSEVA et al, 2008; BOSENBERG et al, 1988). Sua funcdo é o reconhecimento do
patdgeno e a estimulacdo da resposta imunoldgica contra agentes patoldgicos. Cada tipo de
TLR se liga a um microorganismo especifico. No caso do TLR4 essa ligacdo pode se dar com
uma endotoxina bacteriana composta de oligossacarideos e 4&cidos graxos, O
lipopolissacarideo (LPS) (BOSENBERG et al, 1988). LPS é uma molécula altamente toxica
derivada da membrana celular externa de bactérias gram-negativas. Sua liberacdo ocorre
quando a bactéria é fagocitada e degradada pelas células de defesa (BOSENBERG et al,
1988).

Existem alguns fatores que podem desencadear a resposta inflamatdria no
tecido adiposo, dentre eles a hipdxia (SCHUSTER, 2010) e acidos graxos saturados que estdo
comumente aumentados na obesidade (SCHUSTER, 2010; SONG et al, 2006). Evidéncias
demonstram que os acidos graxos saturados também podem ativar TLR4 (SCHUSTER,
2010). A estimulacdo de receptores TLR4 no tecido adiposo pelos niveis aumentados de
acidos graxos saturados pode levar a ativagdo do fator de transcricdo NF- kB (Fig 4) (SONG
et al, 2006; KARALLIS et al, 2009), que controla a transcri¢cdo de genes da maioria dos fatores
inflamatorios, dentre eles TNF-a, a IL-6, a MCP-1 (VITSEVA et al, 2008; BOSENBERG et
al, 1988). Esse mecanismo de ativagdo tem sido considerado um importante fator de ligacao

entre inflamac&o e resisténcia a insulina em condicdes de obesidade.
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Figura 4 — Recrutamento de macrofagos no tecido inflamado
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1.7 Exercicio Fisico no controle da Inflamacéo

Fonte: adaptado de Wellen et al, 2003.

A inflamacdo cronica é uma das causas de doenca cardiovascular e esta
fortemente associada com a obesidade e disfun¢bes metabdlicas (PRADHAN et al, 2001). A
literatura atual fornece evidéncias de que a densidade de macréfagos no tecido adiposo
aumenta com a obesidade, reduzindo a producdo de adipocinas anti-inflamatdrias e
aumentando as citocinas pro-inflamatérias (ROGERS et al, 2009; VITSEVA et al, 2008;
SAKURAI et al, 2013).

Diversos estudos mostraram que a perda de peso associada ao exercicio pode
promover uma melhora no status inflamatério (PRADHAN et al, 2001; ZANCHI et al, 2010;
DAMIRCHI et al, 2010). Entretanto, este efeito benéfico parece ocorrer em exercicios com
intensidade moderada, uma vez que 0 exercicio extenuante aumenta os marcadores pro-
inflamatdrios no soro, tecido adiposo, e musculo esquelético. (ROSA et al, 2009; ROSA et al,
2011).
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Estudos prévios indicam que o exercicio exaustivo agudo promove uma
resposta pro-inflamatdria no tecido adiposo com elevagdo na concentracdo de TNF-a ¢ IL-6
(AOI et al, 2004). Este aumento pode contribuir para a lipolise e liberacdo de acidos graxos
que fornecem energia para os musculos e outros tecidos apds o exercicio. ROSA et al (2009),
mostraram que O exercicio exaustivo na esteira aumentou a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias no tecido adiposo visceral mesentérico e retroperitoneal de ratos machos e
diminui a razdo IL-10/ TNF-a em ambos os depositos de gordura. Por sua vez, o mesmo
protocolo de exercicio promoveu um efeito anti-inflamatério no musculo esquelético desses
animais, mostrando que o perfil inflamatorio no tecido adiposo se opde ao do musculo
esquelético.

Lira et al (2010), mostraram aumento de citocinas pré-inflamatorias no tecido
adiposo de ratos machos frente a um protocolo de overtraining em esteira que foi realizado
por 11 semanas. Um dos mecanismos envolvidos no aumento de citocinas pro-inflamatorias
no tecido adiposo seria a ativacdo do receptor TLR4 altamente expresso nas células do
sistema imune inato (Fig 6) e também encontrado em varios outros tipos de células incluindo
hepatdcitos, adipdcitos e midcitos (LIN et al, 2000). TLR4 pode ativar o fator de transcri¢do
NFK-B e aumentar a resposta inflamatoéria (VITSEVA et al, 2008) (Fig 5).

Figura 5 - Via de sinalizacdo do TLR4

'f\ /\’

TLR

Fonte: adaptado de Takeda et al, 2005.



27

A endotoxemia que ocorre ap0s 0 exercicio extenuante como resultado de LPS
circulantes pode aumentar a ligacdo ao receptor TLR4 (LIRA et al, 2010).

A atividade fisica regular, especialmente o exercicio aerobio, diminui a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias no plasma e tecidos (PRADHAN et al, 2001). Além
disso, o treinamento pode ter um efeito positivo em modificar a razdo IL-10/TNF-a, um
indicador importante do status inflamatério e morbidade associada a doencas ao diminuir a
sinalizacdo TLR-4 que estimula a producdo de citocinas inflamatérias (LIRA et al, 2009;
ZANCHI et al, 2010). Lira et al (2009), encontraram aumento da concentracdo de de 1L-10
nos depositos de gordura visceral mesentérica apds 8 semanas de exercicio de endurance em
ratos machos que consistiu em corrida em esteira (5 vezes/ semana, 60 minutos/dia, 55-65%
do VO,max).

Kawanishi et al (2010), encontraram uma diminui¢do na expressdo génica de
F4/80, um marcador da presenca de mondcitos e macréfagos no tecido adiposo epididimal de
ratos machos ap0s estes terem se submetido a um treinamento em esteira por 16 semanas que
consistiu em (60 minutos/dia, velocidade de corrida/ 12-20m/min, 5 vezes/semana). Além
disso, o protocolo empregado neste estudo promoveu down-regulation na expressao génica de
CD-11 um marcador de macréfagos M1 altamente pro-inflamatorios e um aumento de CD163
que reflete a presenca de macréfagos M2 anti-inflamatérios, indicando que o treinamento
crénico moderado induziu uma mudanca no fendtipo de macréfagos M1 para M2 anti-
inflamatorios. Apesar dos fatores envolvidos na inibicdo da infiltracdo de macrdfagos por
meio do exercicio moderado ndo estarem ainda totalmente esclarecidos acredita-se que um
dos mecanismos envolvidos seja um aumento da secrecdo de glicocorticoides promovida pelo
exercicio afetando assim a diferenciacdo macrofagica (JIN et al, 2009).

Os estudos mostram uma discrepancia nos resultados dos treinamentos em
relacdo aos niveis de adiponectina e uma das possiveis razdes seria 0 volume do treinamento
(KRAEMER; CASTRACANE, 2007; DAMIRCHI et al, 2010). KRAEMER et al, (2007)
indicaram que para um treinamento ser eficaz em aumentar os niveis de adiponectina
plasmaticos em animais, € necessario que este promova uma diminui¢do no peso corporal e
melhore a sensibilidade insulinica (Fig 6). Entretanto, alguns estudos como o de DAMIRCHI
et al (2010) ndo observaram correlagdo significativa entre os niveis de adiponectina e o peso
corporal em animais ovariectomizados.

No tecido adiposo, a IL-6 aumenta a lip6lise, diminui a atividade da lipase
lipoprotéica, e aumenta a mobilizacéo de acidos graxos (TRUJILLO et al, 2004). A expressdo
de IL-6 estd aumentada na obesidade e é um forte preditor de anormalidades no adipécito e
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metabolismo sistémico (TRUJILLO et al, 2004). REED et al (2010), mostraram que quatro
semanas de treinamento em esteira (4 vezes/semana, 90 minutos/dia, 80% da Frequéncia
Cardiaca Maxima (FCM)) associado a dieta hipocalorica diminuiram o peso corporal e 0s
niveis de marcadores inflamatérios como IL-6 em mulheres na pré-menopausa, ndo obesas.
Por sua vez, nenhuma alterag&o foi encontrada nos niveis de TNF-a e adiponectina. Portanto,

a reducdo da adiposidade parece ser determinante na diminuicao dos niveis de IL-6.

Figura 6 — Modelo esquematico dos efeitos do exercicio sobre a expressdo de adipocinas no
tecido adiposo branco (TAB)
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Fonte: adaptado de Sakurai et al., 2013.

1.8 Treinamento Resistido no controle da inflamacgéao

O envelhecimento natural ou a inatividade fisica pode levar a distdrbio

metabolicos devido a consequéncias metabolicas da massa muscular reduzida (MALTAIS;



29

DESROCHES; DIONNE, 2009). Estudos transversais mostram que a forca muscular é
inversamente relacionada a sindrome metabdlica (JURCA et al, 2005; RUIZ et al, 2009).

Na menopausa, entre outras alteracdes, existe um declinio na massa muscular e
6ssea, acimulo de TAG nos hepatdcitos, aumento na incidéncia de doenca cardiovascular e
obesidade (MALTAIS; DESROCHES; DIONNE, 2009; VIEIRA et al, 2012).

O tratamento e/ ou recomendacdes para prevenir o0 sobrepeso e obesidade tem
sido focada no treinamento aerébio porque este esta associado com um maior gasto de energia
durante a sessdo do treino se comparado com o treinamento resistido (TR) (DAMIRCHI et al,
2010; LIRA et al, 2009).

O TR pode ser definido como sendo a modalidade de exercicios fisicos
regulares, sistematizados e controlados que envolvem o recrutamento muscular (contracéo
muscular) contra uma resisténcia (FARINATTI; VERAS, 2008) obedecendo alguns
principios do treinamento fisico incluindo a consideragdo as necessidades especificas
(principio da individualidade), necessidade de variacdo do treinamento (principio da
sobrecarga crescente), especificidade na tarefa motora realizada (principio da especificidade),
adesdo ao treinamento (principio da continuidade) e regressdo dos resultados obtidos
(principio da reversibilidade) (TUBINO, 1984; PRESTES et al, 2010).

Nos ultimos anos, assumiu-se que o principal efeito do TR é o aumento
significativo na forca maxima, poténcia, resisténcia musculares, coordenacdo, velocidade,
agilidade, equilibrio e prevencdo de lesbes (PRESTES et al, 2010). Além disso, ja foram
observadas reducdo de gordura corporal e manutencdo da massa muscular, prevencdo da
osteoporose, diminuicdo da pressdo arterial, melhora do perfil lipidico e da composicao
corporal, reduzindo assim, fatores de risco relacionados a obesidade (POLLOCK et al, 1994;
BARRY; CARSON, 2004; SPERETTA et al, 2016).

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 relacéo
a individuos sedentéarios e individuos que realizaram treinamento de endurance. Em estudos
anteriores do nosso grupo de pesquisa foi demonstrado que o TR é capaz de reduzir o
contedudo lipidico hepéatico e muscular, bem como diminuir depdsitos de gordura visceral
(LEITE, 2009) de ratas ovariectomizadas. Além disso, encontramos uma influéncia benéfica
do TR no metabolismo lipidico hepatico de ratas (DOMINGOS et al, 2012).

A maioria dos estudos controlados e randomizados tem demonstrado que o TR
aumenta os niveis de adiponectina e diminui os niveis séricos de leptina e PCR. (TUBINO,
1984; FATOUROS et al, 2005; AKBARPOUR, 2013). O efeito anti-inflamatorio do TR
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crénico pode ser mediado via reducgéo da adiposidade visceral e a instalagdo de um ambiente
anti-inflamatorio a cada sessdo de treino (FATOUROS et al, 2005; AKBARPOUR, 2013).
Estudos mostram ainda que o TR associado ao treinamento aerobio de endurance é superior
em diminuir a adiposidade visceral resultando em um maior ganho de massa magra quando
comparado apenas com o treinamento de endurance (BALDUCCI et al, 2010; PARK et al,
2003). Entretanto, PHILLIPS et al, 2012, observaram que mesmo na auséncia de mudancas na
composicao corporal, ocorreram diminui¢cGes nos niveis de biomarcadores inflamatdrios em
mulheres pds menopausadas obesas participantes de um programa de TR com duracdo de 12
semanas. Os autores reforcam que este resultado é muito valioso porque mostra que alteraces
benéficas podem existir antes mesmo de mudancas observaveis na composicao corporal.

Zanchi et al, 2010, demonstraram uma diminuicdo nos niveis de TNF-a e
aumento da razdo IL-10/TNF-a no musculo esquelético, em ratas saudaveis, que realizaram
um treinamento resistido por 12 semanas composto predominantemente por estimulos
concéntricos e baixo volume e frequéncia. No entanto, a comparacdo direta entre o
treinamento de endurance e o TR é problematica devido as diferencas metabolicas. Em uma
revisdo DE SALLES et al, 2010, os autores mostraram que a duracdo e intensidade do TR
podem afetar as respostas da CRP e da adiponectina, concluindo que mudangas mais
expressivas nos niveis dessas proteinas, ocorrem quando o TR possui duracdo maior ou igual
a 16 semanas e intensidade igual ou maior a 80% de 1RM (DE SALLES et al, 2010).

Algumas caracteristicas do protocolo de TR como intensidade e duracéo
exercem respostas singulares e adaptacdes diferentes ao exercicio, sendo necessarios mais
estudos principalmente em individuos obesos que possuem um risco elevado em desenvolver
patologias relacionadas ao aumento da inflamacdo crénica de baixa intensidade. Entretanto,
essa modalidade de exercicio na maior parte das vezes se mostra eficaz em prevenir a
obesidade abdominal e a inflamacéo (TUBINO, 1984; M. C. CALLE & M. L. FERNANDEZ,
2010).

1.9 Reposi¢do Hormonal no controle da inflamagéo

Estudos epidemiolégicos indicam que mulheres na pré-menopausa possuem
uma menor probabilidade de desenvolver inflamacdo quando comparadas a mulheres pés-
menopausadas e homens da mesma faixa etaria (ROZENBERG; VANDROMME;
ANTOINE, 2013), comprovando os efeitos protetores do estrogénio contra doencas
inflamatdrias como EH e resisténcia insulinica (CARR, 2003; TCHERNOF; POEHLMAN,
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1998). A reposicdo hormonal (RH) na menopausa tem sido alvo de muita discussédo desde
1960, periodo este que se prescrevia estrogenoterapia isolada para mulheres menopausadas,
levando muitas vezes ao surgimento de complicacbes endometriais (ROZENBERG;
VANDROMME; ANTOINE, 2013).

Porém, ensaios clinicos randomizados concluem que a RH de qualquer tipo
proporciona alivio dos sintomas climatéricos angustiantes durante a pds-menopausa, nao
existindo tratamento alternativo que produza efeito semelhante (SKOUBY et al, 2004/2005).
Estudos epidemiolégicos mostraram que mulheres na pds-menopausa que fizeram uso de RE
apresentaram risco diminuido para doencas coronarianas (STAMPFER; COLDITZ,
WILLETT, 1991). Entretanto, sempre existiu a preocupacdo com os eventuais riscos da RH
guando esta é realizada de forma prolongada, especialmente o risco aumentado para o
tromboembolismo venoso e do cancer de mama (ROZENBERG; VANDROMME;
ANTOINE, 2013; SKOUBY et al, 2004/2005).

O tratamento hormonal sistémico inclui dois componentes principais, 0
estrogénio e o progestogénio e pode ser feito por vira oral e ndao oral (ROZENBERG,;
VANDROMME; ANTOINE, 2013; TCHERNOF; POEHLMAN, 1998). Em relacdo aos
estrogénios, varios sao utilizados para tratar os sintomas do climatério dentre eles, o estradiol,
valerato de estradiol, estriol, succinato de estriol, estrogénios conjugados (ROZENBERG;
VANDROMME; ANTOINE, 2013; CARR, 2003). Os estrogénios frequentemente mais
utilizados séo valerato de estradiol natural ou 17f- estradiol micronizado e estrogénios
equinos conjugados orais. Apos ingestdo oral, a dose equipotente de 2 mg de valerato de
estradiol corresponde a aproximadamente 1,5 mg de 173-estradiol micronizado, 0,625 mg de
estrogénios conjugados, 50 mg liberados por adesivo, 1,5 mg aplicados como gel percutaneo
ou 3,0 mg através de administracdo nasal (KIRAN et al, 2004). Outro aspecto a ser
considerado € a da via de administracdo do estrogénio. A administracdo pode ser feita por via
oral, transdérmica, intra-nasal ou intramuscular. A reposicao estrogénica via transdérmica tem
sido considerada a mais segura quanto aos efeitos tromboembolicos que a via oral
(ROZENBERG; VANDROMME; ANTOINE, 2013).

A OVX em ratas, condi¢cdo que mimetiza a menopausa em mulheres, leva a um
aumento do peso corporal e massa gorda. Por sua vez, a RH diminui estes efeitos (BAILEY;
AHMED-SOROUR, 1980). Alguns estudos mostram um aumento da resisténcia insulinica
nesses animais e estes efeitos podem ser prevenidos pela RH (BAILEY; AHMED-SOROUR,
1980). ZOTH et al, 2010, mostraram que a combinacdo da terapia de reposi¢cdo hormonal com

a atividade fisica pode ser uma estratégia efetiva para prevenir o desenvolvimento da
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sindrome metabdlica induzida pela supernutri¢cdo. Stubbins et al, 2012, demonstraram que a
ovariectomia promoveu um aumento significativo no tamanho do adipécito. Este aumento foi
encontrado também nos adipdcitos de ratos machos. Entretanto, a RE utilizada, que consistiu
na implantacdo de pellets de estradiol contendo 0,72 mg (5ug/dia), atenuou estes efeitos,
sugerindo que o estrogénio possui um papel protetor pela modulagdo do tamanho do
adipacito.

O estrogénio pode prevenir 0 aumento do tamanho do adipocito por interferir
na expressdéo de genes lipogénicos (LUNDHOLM et al, 2008; ROZENBERG;
VANDROMME; ANTOINE, 2013). Corroborando com estes achados, ABUTAHA et al,
2009, verificaram que a ovariectomia gerou uma inflamacéo cronica de baixa intensidade no
endotélio arterial de mulheres menopausadas e ratas ovariectomizadas constatada pelo
aumento da expressdo de moléculas de adesdo e aumento nos niveis circulantes I1L-8, MCP-1
e RANTES. Por sua vez, a RH que consistiu em pellets de estradiol com liberacdo de
(5pg/Kg/dia) reverteu esses efeitos prevenindo a inflamacdo sistémica, diminuindo assim o
risco de doencgas cardiovasculares. Apesar de varios estudos com modelos animais mostrarem
efeitos benéficos da RH como uma menor incidéncia de doencas cardiovasculares, grandes
ensaios clinicos em humanos demonstraram que a reposi¢do estrogénica aumenta o risco de
doencas cardiovasculares (ROZENBERG; VANDROMME; ANTOINE, 2013).
PECHENINO et al, 2011, demonstraram gque a administracdo de estrogénio muitos anos apos
a menopausa aumenta a expressao de genes inflamatdrios como TNF-a e 6xido nitrico sintase
induzida (iNOs). Ja a utilizacdo de forma precoce logo apds a menopausa previne estes efeitos

negativos. O mecanismo envolvido nessa resposta ndo esta totalmente esclarecido.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos farmacologicos e ndo farmacoldgicos sobre a funcéo

inflamatoria do tecido adiposo visceral em ratas ovariecomizadas

2.2 Objetivos Especificos

Verificar os efeitos do TR e da RE no tecido adiposo branco visceral

mesentérico sobre:

. Pardmetros métricos

. Carga de treino

. Histologia dos adipocitos

. Expressdo génica de marcadores anti-inflamatorios (adiponectina e IL-

10) e pro-inflamatérios (MCP-1, IL-6, TNF-a)

. Expressdo génica do receptor semlehante ao Toll 4 (TLR4)

o Quantificacdo das citocinas anti-inflamatorias (Adiponectina e IL-10) e
citocinas  pré-inflamatérias (TNF-o e IL-6) por ensaio

Multiplex/Luminex.
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RESUMO

A ovariectomia associada a diminuicdo de estrogénio estd associada com o aumento na
prevaléncia da obesidade, condicdo que aumenta o risco de sindrome metabdlica. Em
mulheres, evidéncias mostram que a inflamacao induzida pela obesidade no tecido adiposo
visceral (TAV) promove desregulacdo na expressdo de citocinas inflamatorias. A reposicdo de
estrogénio (RE) e o treinamento resistido (TR) possuem efeitos benéficos em mulheres pos
menopausadas, porém ndo se sabe se estas intervencbes sdo eficazes em minimizar a
inflamacdo no TAV. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do TR e da RE em
marcadores pro e anti-inflamatorios no tecido adiposo branco visceral mesentérico de ratas
ovariectomizadas. Ratas fémeas Sprague-Dowley foram divididas em 6 grupos: Sham-
Sedentarias (Sham-Sed), Ovariectomizadas- Sedentarias ( Ovx-Sed), Sham-Treinadas (Sham-
TR), Ovx-TR, Ovx-Sed-RE e Ovx-TR-RE. A RE foi feita por meio de capsulas silasticas,
contendo 17p-estradiol. O TR exigiu que os animais escalassem uma escada vertical de 1,1m
com frascos conicos contendo pesos atados em suas caudas e teve duracdo de 12 semanas. A
morfologia foi avaliada por andlise histoldgica. A expressao génica foi realizada por Reagéo
em Cadeia da Polimerase- Tempo Real (PCR-RT) e a concentracdo proteica por ensaios
Multiplex/Luminex. A ovariectomia aumentou o tamanho do adipdcito e reduziu a expressao
de moléculas anti-inflamatérias no TAV, que foi restaurada parcialmente pela RE. Por sua
vez, o TR, foi capaz de minimizar o aumento da inflamagdo no TAV das ratas Ovx.
Concluimos que a RE, bem como o TR foram eficazes em atenuar a inflamagdo promovida
pela Ovx no TAV.

Palavras chave: ovariectomia, treinamento resistido, reposi¢cdo de estrogénio, citocinas,

inflamacéo.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca inflamatoria cronica de etiologia multifatorial que
aumenta o risco de diabetes tipo Il, doenca cardiovascular e sindrome metabdlica [26]. A
reducdo na producdo de estrogénio que ocorre na menopausa estd associada ao acimulo de
gordura visceral e atividade pro-inflamatoria aumentada [56-57].

Assim, a menopausa estd associada ao aumento da adiposidade predispondo
mulheres a obesidade, o que contribui para inflamacdo sistémica, uma vez que o tecido
adiposo atua como Orgdo enddcrino secretando uma variedade de proteinas chamadas
adipocinas que atuam no sistema imune, cardiovascular, metabdlico e endocrino [58].
Exemplos incluem TNF-a, leptina, adiponectina, resistina, IL-6 e IL-10 [7, 58].

Em individuos obesos, a infiltracdo de macrdfagos, bem como a expressdo de
adipocinas pré-inflamatérias como MCP-1 e TNF-a no tecido adiposo normalmente esta
aumentada, culminando em um processo inflamatdrio de baixa intensidade [7]. A IL-10, uma
citocina secretada principalmente por mondcitos/macréfagos e linfocitos, bem como a
adiponectina secretada pelos adipécitos possuem propriedades anti-inflamatérias que
antagonizam os efeitos de TNF-a e IL-6 [5]. Baixas concentrac6es de IL-10 s&o relacionadas
com a ocorréncia de sindrome metabolica e diabetes mellitus tipo 11 [10].

Recentes estudos sugerem que os adipécitos podem desempenhar um
importante papel na regulacao da resposta imune no tecido adiposo via sinalizacdo do receptor
semelhante ao toll (TLR), que representam uma familia de receptores de reconhecimento
padrdo da resposta imune inata [60].

Receptores semelhantes ao Toll 4 (TLR4) exercem papel importante na
regulacdo fisioldgica da resposta imune [31], uma vez que estimulados ativam fatores
transcricionais como o fator de transcri¢do kappa B (NFk-B), aumentando assim, a producéo
de citocinas pro-inflamatorias.

A 1L-10 age inibindo o NFK-B por meio da preservacdo do fator inibitorio
kappa B (Ikk) [49]. A razéo IL-10/TNF-o tem sido considerada um importante indicador do
status inflamatorio e valores baixos estdo associados com maior risco de morbidade e
mortalidade [32].

A reposicdo hormonal (RH) tem mostrado efeitos benéficos ao prevenir a
obesidade [2]. Entretanto, alguns estudos demonstram que o uso da RH esta relacionado com

aumento na incidéncia de alguns tipos de canceres [50].
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Sendo assim, alternativas como o exercicio fisico tem sido consideradas como
estratégia para promover efeitos anti-inflamatorios e diminuir a adiposidade visceral [13, 68].
Entretanto, situacdes relacionadas ao estresse como ocorre no exercicio exaustivo, podem
aumentar a producdo de citocinas pro-inflamatorias tais como TNF-o e IL-6 [20]. Estudos
mostram que o0 exercicio extenuante agudo aumenta a resposta pré-inflamatdria no tecido
adiposo [42]. Por sua vez, o treinamento de endurance induz uma resposta anti-inflamatéria,
com aumento nos niveis de 1L-10 [32].

O tamanho do adipdcito reduzido, o aumento da fungdo mitocondrial e do
fluxo sanguineo, a facilitacdo na oxidacdo de acido graxo e o estresse celular diminuido sdo
mecanismos pelos quais o exercicio fisico atenua a inflamacdo no tecido adiposo branco
visceral (TABV) [14].

A modulacdo do status inflamatdrio pela RE e pelo exercicio fisico em ratas
ovariectomizadas (Ovx) tem sido investigada, porém o efeito do treinamento resistido (TR)
em marcadores inflamatorios no tecido adiposo de ratas Ovx, ndo esta totalmente elucidado.
Sendo assim, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da Ovx, RE e do TR em
marcadores pro e anti-inflamatérios no TABV de ratas. Em vista dos questionamentos acima
mencionados, nossa hip6tese foi que o TR e a RE podem atenuar a inflamagdo promovida
pela Ovx no TAV de ratas.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram utilizadas 36 ratas Sprague-
Dawley, provenientes do Biotério da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho,
campus de Araraquara, com massa corporal inicial de 220+12 g. Durante o periodo
experimental, os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (trés animais por gaiola), com
0 assoalho recoberto por serragem, e receberam agua e racdo ad libitum, sob condicOes
constantes de temperatura (22+2°C), umidade e iluminacdo em ciclo invertido de 12 horas
(inicio do claro as 08h00min).

Todos os procedimentos experimentais adotados foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de S&o Carlos (Protocolo no.
005/2013) e conduzido de acordo com o guia de cuidados e manuseios de animais
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laboratoriais dos Estados Unidos da América NATIONAL RESEARCH COUNCIL’S, 1996
[39].

Ap0s chegada ao biotério do laboratoério de Fisiologia do Exercicio, 0s animais
permaneceram por trés semanas em condi¢do de aclimatagdo ao biotério e ao ciclo invertido.

Apos este periodo os animais foram distribuidos em seis grupos experimentais.

1.2 Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 6 grupos experimentais (6
animais por grupo): (I) sham sedentéarias (Sham-Sed), ovariectomizadas sedentarias (Ovx-
Sed), sham treinamento resistido (Sham-TR), ovariectomizadas treinamento resistido (Ovx-
TR), ovariectomizadas sedentérias reposicao de estrogénio (Ovx-Sed-RE) e ovariectomizadas
treinamento resistido e reposic¢éo de estrogénio (Ovx-TR-RE).

Os animais sedentarios (Sham-Sed, Ovx-Sed, Ovx-Sed-RE) foram mantidos
em suas caixas por todo o periodo experimental pds-cirdrgico (12 semanas), sem nenhum tipo
de exercicio ou atividade fisica, apenas o deslocamento dentro da gaiola. Os animais Ovx
(Ovx-Sed, Ovx-RT, Ovx-Sed-RE e Ovx-RT-RE) tiveram os ovarios removidos.

Os animais treinados (Sham-TR, Ovx-TR e Ovx-TR-RE) realizaram 12
semanas de treinamento resistido. O treinamento teve 0 mesmo inicio, para cada grupo e esta
descrito abaixo. Os animais que realizaram reposi¢cdo hormonal (Ovx-Sed-TRH e Ovx-TR-

RE) receberam implantes subcutaneos de capsulas silasticas contendo 17 B-estradiol.

1.3 Ovariectomia e operacdo Sham

A ovariectomia e a operagcdo sham foram realizadas quando os animais
atingiram 250 g de massa corporal, segundo a técnica descrita por Kalu. [27]. Para tanto as
ratas foram anestesiadas com uma mistura de ketamina-xilazina (61.5-7.6 mg/Kg
intraperitoneal) e seus reflexos testados para dar inicio aos procedimentos cirdrgicos.

Posteriormente, foi feita uma pequena incisao bilateral de 1-1,5cm através da
pele e da camada muscular, entre a Gltima costela e a coxa, em paralelo com a linha corporal
do animal. A cavidade peritoneal foi aberta, os ovarios foram expostos e apds uma ligadura
abaixo da fimbria, foram removidos. Ap6s a remocéo dos ovarios, o utero foi recolocado em

seu local anatdmico, pele e masculos suturados.
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Nos animais Sham-Sed foi realizada a mesma cirurgia, no entanto néo foi feita
a ligadura nem a retirada dos ovarios. Nas 24 horas seguintes da cirurgia Ovx e operacao
Sham as ratas foram mantidas em caixas individuais, tratadas com analgésico e aquecidas. Foi
respeitado um periodo de sete dias de recuperacdo pOs-cirurgia para dar inicio aos
procedimentos do protocolo de treinamento resistido.

2.4 Protocolo de Treinamento

O protocolo proposto por Hornerberger Jr. e Farrar. [21], foi adaptado para as
necessidades e execucdo da pesquisa. Inicialmente as ratas foram familiarizadas ao
treinamento resistido que consistiu em trés sessdes, nas quais 0s animais escalavam uma
escada vertical (1,1x 0,18m, degrau de 2 cm, inclinacdo de 80°) apenas com uma carga de
aparatos fixados em suas caudas. Tubos de polipropileno do tipo Falcon de 50 ml e chumbos
para pesca de diferentes tamanhos e massas foram utilizados, como aparato de cargas. O
aparato foi fixado a cauda envolvendo a parcela proximal da mesma com uma fita
autoadesiva.

Posteriormente, as ratas foram colocadas na parte inferior da escada e
adaptadas ao ato de escalar. Quando necessario um estimulo com pinga era aplicado na causa
do animal para iniciar o movimento de escalada. No topo da escada, havia uma gaiola (20x
20x 20x cm) onde descansavam por 120 segundos. Este procedimento foi repetido até que os
animais conseguissem voluntariamente escalar a escada, trés vezes consecutivas, sem a
necessidade de estimulo.

A primeira sessdo de treino se deu trés dias seguintes a familiarizacdo e teve
como objetivo a determinacdo da carga maxima de carregamento (CMC). Nessa sessdo, 0S
animais escalaram de 4-9 vezes carregando cargas progressivamente mais pesadas. Na
escalada inicial foi aplicada uma sobrecarga de 75% da massa corporal do animal. Apds
completar o carregamento dessa carga com sucesso, um peso adicional de 30 gramas foi
adicionado ao aparato. Esse procedimento foi repetido sucessivamente, com um limite
méaximo de oito escaladas, até que a sobrecarga imposta ndo permitisse que o animal escalasse
toda a escada. Assim, a maior carga carregada com sucesso até o topo da escada foi
considerada a carga de carregamento maxima dos animais para aquela sesséo.

As sessOes subsequentes de treinamento consistiram em quatro a nove
escaladas, com cargas progressivamente mais pesadas. Durante as primeiras quatro escaladas,

as ratas carregaram 50%, 75%, 90% e 100% da CMC que foi determinada na sesséo anterior.
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Durante as escaladas subsequentes, um peso de 30 g era adicionado até que a rata obtivesse
uma nova carga maxima de carregamento. O intervalo de recuperacdo entre as escaladas foi
de 120 segundos. O treinamento foi realizado por 12 semanas, com 72 horas de intervalo entre

uma sessao e outra, totalizando 27 sessfes de treinamento.

1.4 Reposicao de estrogénio

Os animais do grupo (Ovx-Sed-RE e Ovx-TR-RE) receberam a reposicéo de
17B-estradiol por implante subcutaneo de cépsulas Silastic* com uma solugdo de 180ug de
17B-estradiol/ml de 6leo de girassol. As capsulas Silastic* sdo segmentos de tubo hospitalar
de silicone cortados em (comprimento de 30 mm, didmetro interno de 1,02mm e externo de
2,16mm) (Dow Corning, VWR Internacional, Buffalo Grove, IL, EUA), vedados com cola
Silastic*.

A RE teve inicio uma semana apos a cirurgia OV X e o reimplante das capsulas
Silastic* foi realizado ap0s seis semanas do primeiro implante. A metodologia utilizada na RE
foi descrita segundo Strom et al. [54]. Os tubos Silastic* foram medidos e cortados com o
auxilio de uma régua. A solu¢cdo do horménio foi preparada com 17 B-estradiol (codigo:

E8875, 250 mg Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) em o0leo de girassol. Foram pipetados 10 ul

dessa solucéo em cada cépsula Silastic* tendo cada animal recebido 1,8 pg de 17p-estradiol.

As cépsulas foram vedadas nas duas extremidades com cola de silicone da
marca Silastic®, o que resultou em uma coluna de 6leo-17B-estradiol. Apds a vedacdo das
capsulas, as mesmas foram armazenadas por 24 horas para secagem da cola. Apds a secagem,
foram mantidas em solucédo fisioldgica salina esterilizada (NaCL 0,9%) por no minimo 2
horas.

Com o auxilio de uma pinga, o implante da cépsula foi realizado. Para tanto,
foi feita uma incisdo no dorso do animal que estava anestesiado. Apds a insercdo da capsula,
foi realizada a sutura. Na recuperagdo pos-cirdrgica, 0s animais receberam Cloridrato de

Tramadol (20 mg/Kg) e antibidtico por via subcutanea.

2.6 Eutanasia dos animais, retirada e coleta dos tecidos
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Ao término do periodo experimental, os animais ficaram em jejum durante a
noite e foram eutanasiados pela manha por decapitacdo em guilhotina. Os grupos que
realizaram o treinamento resistido foram sacrificados 48 horas apds a Ultima sessdo de treino.
O tecido adiposo visceral mesentérico foi rapidamente removido e pesado em balanga de
precisao.

AplGs a pesagem, parte do tecido adiposo visceral mesentérico foi
imediatamente fixado em formalina tamponada 10%, para posteriores andlises histologicas, e
a maior parte foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido e posteriormente

armazenada em freezer -80°C para analises em qPCR e ensaios imunoldgicos.

2.7 Analises Histoldgicas

Como ja descrito, parte do tecido adiposo visceral foi fixado em formalina
tamponada (10%) por 24 horas. Apds fixacdo os tecidos foram processados por meio de uma
bateria de desidratacdo, em concentracdes crescentes de etanol (80%, 95%, 100% I, 100% II,
100% 111, 100% IV), diafanizacdo em banhos de xilol, impregnacéo, e por fim, inclusdo em
Paraplast (Histosec®Merck). O material parafinizado foi incluido em blocos e permaneceu
em temperatura ambiente. Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo (Micron®
HM360) com navalhas descartaveis. Os fragmentos com espessura de 6pum foram estendidos
sobre as laminas.

Posteriormente, as laminas passaram por processo de desparafinizagdo em
xilol, seguida de alcoolizacdo em alcool etilico e hidratacdo em &gua destilada e por fim,
foram coradas por hematoxilina e eosina (HE). Apds coloracdo, os cortes foram desidratados
em éalcool e diafanizados em xilol, e em sequéncia, foi feita a montagem das laminas
utilizando o Permount (Fisher Scientific) para fixacdo da laminula.

Apds a secagem, as laminas foram digitalizadas por inteiras com ampliacdo de
40 x em “Scanner” Panoramic Desk da 3D Histech. Para avaliacdo e mensuragdo da area

(um?) dos adipécitos utillizou-se o software Image-Pro®-Plus 6.0.
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2.8 Analise de citocinas por ensaios Multiplex/Luminex

A tecnologia multiplex segue os mesmos principios do ELISA, sendo que 0s
anticorpos especificos para as citocinas sdo ligados covalentemente a marcadores
fluorescentes que sdo detectados em um citdometro de fluxo modificado. Essa tecnologia
permite, através de um pequeno volume de amostra, a avaliacdo simultdnea de numerosas
citocinas.

Para investigar se a expressdo do RNAm era semelhante & concentracdo de
proteina, a quantificacdo das citocinas TNF-a, IL-10, IL-6 e adiponectina foram realizadas
por meio do método multiplex com os Kits MILLIPLEX®MAP (Cat #RECYTMAG-65k e
RADPNMAG-81K-01) (Millipore Corporation, Billerica, MA).

Inicialmente para a extracdo da proteina total, 200 mg de tecido adiposo
visceral, foi homogeneizado em um FastPrep®-24™ em tampdo para lise contendo 50 mM
Tris, 150mM NaCL, 1IMm EDTA, 1% Triton X-100, 1%Deoxicolato e 0,1% SDS. O tampéo
foi sempre mantido no gelo e, no momento do uso, acrescentaram-se inibidores de proteases
(1 mM PMSF, 5ug/ ml aprotinina e 1pg/ml Leupeptina) e inibidores de fosfatases (
10,28mM ortovanadato de sddio, 10mM pirofosfato de sddio e 100mM Fluoreto de sédio).
Todos os inibidores foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm
e temperatura de -4°C. Apds a centrifugacdo, a amostra ficou separada em trés camadas: fat
cake (camada superior), proteinas extraidas (camada intermediaria) e infranadante (camada
inferior). A camada intermediaria foi coletada delicadamente, com o auxilio de seringa e
agulha e transferida para outro tubo. Foram feitas aliquotas de 100ul e acondicionado a -80°C
até o momento das dosagens.

No dia da dosagem, o filtro da placa contendo 96 pocos foi lavado com Assay
Buffer. Para tanto, foi adicionado 200uL deste tampédo de lavagem em cada po¢o e depois
removido pela inversdo da placa. Em seguida, foram adicionadas beads conjugadas com o0s
anticorpos anti-citocinas e lavados novamente com Assay Buffer, sendo posteriormente
adicionadas as amostras previamente preparadas.

As amostras ficaram incubadas por 24 horas e novamente foram lavadas com
Assay Buffer. Em seguida, foi adicionado em cada poco o anticorpo biotinilado para detecgéo
do epitopo especifico da citocina de interesse. Formou-se um “sanduiche” de anticorpos, que
foi incubado por 01h. Apos esse periodo, foram realizadas novas lavagens com Assay Buffer,
sendo entdo adicionado a estreptavidina que se liga ao anticorpo biotinilado. Ap6s um periodo
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de 30 minutos novas lavagens foram feitas e o0 “sanduiche” de anticorpos ressuspendido com
tampdo de ensaio (Bio-Rad). As placas foram analisadas no programa Bio-Plex Manager
Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA).

2.9 Extracao do RNA total e PCR em tempo real

Amostras de 100 mg de tecido adiposo visceral mesentérico foram
homogeneizadas em um FastPrep®-24™ em TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad, California). O
RNA total foi extraido de acordo com as instrugdes do fabricante e o grau de pureza do RNA
foi determinado pela razdo Azso1280, tendo como valores aceitaveis entre 1,8 e 2,0.

A integridade do RNA foi confirmada pela visualizacdo 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. A quantificagdo do RNA mensageiro (RNAm) de todas as
amostras de todos os grupos experimentais foi realizada em duplicata no sistema de deteccao
PCR em tempo real CFX 96 (Bio-Rad, San Francisco,USA) a partir de 20 ng de cDNA,
0,4uM de cada iniciador e 10uL de SsoFastTM Eva Green® (Bio-rad, San Francisco, USA) e
agua suficiente para completar um volume total de 20pL.

A sequéncia especifica dos primers de cada gene esta listadas na Tabela 1. As
amostras foram processadas no Termociclador Rotor-Gene, R 3000 (Robertt Research) e os
ciclos consistiram de 95° por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de amplificagdo 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 produtos especificos
foram determinados como picos Unicos por meio das curvas de MELT. 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 niimero de ciclos durante a fase exponencial da amplificagdo. A variagdo do Ct (ACt) ¢
calculada através da subtragdo do Ct gene avo PEIO Ct gene constituivo- O Nivel de expresséo
comparativa de cada condicdo foi calculado pelo método de delta delta Ct (AACt) que é a
subtracdo do ACt pela média do ACt grpo controle. O Valor em unidades arbitrarias (UA) da
expressdo dos genes alvos foi calculado por 2 Livak; Schmittgen. [35]. O gene
constitutivo utilizado foi o GAPDH e um controle negativo foi realizado para a verificacdo de

possiveis contaminagdes com DNA gendmico.
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3.0 Determinacéo dos niveis de 17p- estradiol no soro

O sangue foi coletado apds eutanasia dos animais e o soro foi separado por
meio de centrifugacdo (20 minutos, 13.000 rpm, 4°C). O sobrenadante foi coletado e
armazenado na temperatura de -20°C. A dosagem de 17 p-estradiol foi realizada por ELISA
de acordo com as especificagdes do fabricante (kit comercial, ADI-900-174, Enzo Life
Sciences, Farmingdale, New York, USA). A sensibilidade do ensaio foi de 10 pg/mL. Todas
as amostras foram realizadas em duplicata. A quantificacdo foi dada em relacdo a curva
padrdo com utilizacdo do modelo de regressdo ndo linear de quatro pardmetros logistica
(4PL).

3.1 Analise dos Resultados

Os ensaios foram analisados quanto a sua significancia estatistica utilizando o
programa de estatistica Statistica 7.0, adotando-se um nivel de significancia estatistica de p <
0,05. Todos os valores apresentaram distribuicdo normal, por isso foi usada a analise de
variancia ANOVA one-way. O post hoc de Tukey foi aplicado no caso de alguma

significancia. Os dados foram expressos como média +erro padrdo da média.

4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da ovariectomia, treinamento resistido e terapia de reposi¢cdo hormonal sobre

parametros métricos

Os animais do grupo Ovx-Sed apresentaram maior peso corporal (23%; p <
0,05), ingestao alimentar (11%; p < 0,05) e massa dos depodsitos de gordura retroperitoneal
(52%; p < 0,05) quando comparados aos animais do grupo Sham-Sed (Tabela 2). Além disso,
a ovariectomia promoveu diminui¢do no peso do fémur e utero (11% e 83% p < 0,05,
respectivamente) (Tabela 2). No entanto, nos animais do grupo Ovx-Sed-RE foi observado
menor peso corporal (12%; p < 0,05) e maior peso do fémur e utero (13% e 481% p < 0,05,
respectivamente) quando comparados aos animais do grupo Ovx-Sed.

Adicionalmente, os animais do grupo Sham-TR tiveram maior peso do fémur
(12%; p < 0,05) e diminuicdo na massa dos depdsitos de gordura mesenterica e parametrial

(43% e 23%; p < 0,05, respectivamente) em relagdo aos animais do grupo Sham-Sed. Além
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disso, os animais do grupo Ovx-TR, apresentaram menor peso corporal (6%; p < 0,05) e
massa dos depodsitos de gordura retroperitoneal (35%; p < 0,05) quando comparados aos
animais do grupo Ovx-Sed.

Nos animais do grupo Ovx-TR-RE foi observado redugdo no peso corporal
qguando comparados aos animais do grupo Ovx-Sed e Ovx-TR, (15% ¢ 9%; p < 0,05,
respectivamente). Ainda em relacédo a esse grupo foi encontrado maior peso do fémur quando
comparado aos animais do grupo Ovx-Sed e Ovx-TR (17% e 8%; p < 0,05, respectivamente),
evidenciando que a associacdo do treinamento resistido (TR) e reposi¢do de estrogénio (RE) é
mais eficaz em manter a massa 0ssea do que a realiza¢do apenas do TR.

Nenhuma diferenca foi observada entre os animais do grupo Ovx-Sed-RE e

Ovx-TR-RE. Todos os resultados acima se encontram descritos na Tabela 2.

4.2 Evolugéo da carga maxima de carregamento durante 12 semanas de treinamento

Durante as 12 semanas de treinamento, ndo houve interacdo entre os grupos e
tempo, indicando que os grupos Sham-TR, Ovx-TR e Ovx-TR-RE, aumentaram a capacidade

maxima de carregamento de maneira similar durante o treinamento (Figura 1).

4.3 Expressao de genes relacionados a inflamacéo no tecido adiposo mesentérico

A analise do PCR- RT demonstrou que os animais do grupo Sham-TR
apresentaram maiores niveis de RNAm de TNF-a, quando comparados aos animais do grupo
Sham-Sed. (69%; p < 0,05) (Figura 2). Além disso, foi observado maiores niveis de RNAm de
TNF-a nos animais do grupo Ovx-TR e Ovx-Sed-RE, quando comparados aos animais do
grupo Ovx-Sed (29% e 60%; p < 0,05, respectivamente) (Figura 2).

Adicionalmente, foram encontrados maiores niveis de TNF-a nos animais do
grupo Ovx-RT-RE em relacdo aos animais do grupo Ovx-Sed-RE (18%; p < 0,05) (Figura 2).
Os niveis de RNAm de IL-10 foram menores nos animais do grupo Sham-TR e Ovx-Sed,
qguando comparados aos animais do grupo Sham-Sed (48% e 56%; p < 0,05, respectivamente
(Figura 3).

Os niveis de adiponectina foram menores nos animais do grupo Sham-TR e
Ovx-Sed, quando comparados aos animais do grupo Sham-Sed (57% e 52%; p < 0,05,
respectivamente) (Figura 6). Ademais, foi observado aumento nos niveis de RNAm de
adiponectina nos animais do grupo Ovx-Sed-RE em relagdo aos animais do grupo Ovx-Sed
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(93%; p < 0,05) (Figura 6). No grupo Ovx-TR-RE foi encontrado resultado semelhante, uma
vez que 0s animais desse grupo apresentaram maiores niveis de adiponectina em relacdo aos
animais do grupo Ovx-TR (18%; p < 0,05) (Figura 6), demonstrando que a RE promoveu um
aumento na expressdo génica de adiponectina..

Em relacdo a MCP-1, foi encontrado um aumento nos niveis de RNAmM nos
animais do grupo Sham-TR, quando comparados aos animais do grupo Sham-Sed (38%; p <
0,05) (Figura 5). A razdo da expressdao génica de IL-10/TNF-a, um importante marcador do
status inflamatério, foi menor nos animais do grupo Ovx-Sed e Sham-Tr em relacdo aos
animais do grupo Sham-Sed (65% e 68%; p < 0,05, respectivamente) (Figura 7), evidenciando
gue tanto a ovariectomia bem como o treinamento resistido promoveram um aumento na
inflamacédo no tecido adiposo mesentérico das ratas. Em adicdo, a expressdo génica de TLR4
foi consideravelmente maior nos animais do grupo Sham-TR em relacdo aos animais do grupo
Sham-Sed (156%; p < 0,05). Resultado similar, foi encontrado nos animais Ovx-TR, uma vez
que tiveram uma maior expressao génica de TLR4 quando comparados aos animais do grupo
Ovx-Sed (124%; p < 0,05) (Figura 8). Ndo foram observadas diferengas significativas nos

niveis de RNAm de IL-6 entre os grupos (Figura 4).

4.4 Concentracdo de mediadores inflamatdrios no tecido adiposo mesentérico

A fim de avaliar a resposta inflamatoria tecidual neste modelo experimental, as
citocinas pro-inflamatérias TNF-o e IL-6 e as citocinas anti-inflamatorias 11-10 e adiponectina
foram dosadas. Os animais do grupo Sham-TR apresentaram maior concentracdo de
adiponectina em rela¢do aos animais Sham-Sed (50%; p < 0,05). Além disso, foi encontrado
menor concentragdo deste hormdnio nos animais Ovx-Sed quando comparado aos animais
Sham-TR (46%; p < 0,05) e maior concentra¢do de adiponectina nos animais Ovx-Sed-RE
quando comparados aos animais Ovx-Sed (98%; p < 0,05). Adicionalmente os animais do
grupo Ovx-TR-RE, tiveram maior concentracdo de adiponectina quando comparado aos
animais dos grupos Sham-Sed, Sham-TR, Ovx-TR e Ovx-Sed respectivamente (121%, 46%,
48.5% ¢ 173%; p < 0,05) (Figura 12), evidenciando um efeito da RE em aumentar os niveis
dessa adipocina.

Por sua vez, a concentracdo de IL-10, foi maior nos animais do grupo Sham-TR, em
comparagdo aos animais do grupo Sham-Sed (29%; p < 0,05) e nos animais dos grupos Ovx-
TR e Ovx-Sed-RE quando comparados aos animais do grupo Ovx-Sed (51% e 62%; p < 0,05,
respectivamente). (Figura 10). Entretanto, a concentracdo de IL-10 foi menor nos animais
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Ovx-Sed em relagdo aos animais Sham-Sed (48%; p < 0,05). Em adi¢@o, os animais do grupo
Ovx-TR-RE apresentaram maior concentracdo de IL-10 em rela¢do aos animais dos grupos
Sham-Sed, Ovx-Sed e Ovx-TR, respectivamente (50%, 4% e 37%; p < 0,05).
Adicionalmente, os animais do grupo Ovx-TR apresentaram menor concentragédo de TNF-a
qguando comparado aos animais dos grupos Sham-Sed e Ovx-Sed (22% e 28,5%; p < 0,05)
(Figura 13). Adicionalmente, os animais dos grupos Ovx-Sed-RE e Ovx-TR-RE, tiveram
menor concentracdo de IL-10 em comparacdo aos animais Ovx-Sed (18% ¢ 23%; p < 0,05),
respectivamente.

Em relagdo a concentracdo de IL-6 foi observado uma menor concentracdo nos
animais dos grupos Ovx-Sed-RE e Ovx-TR-RE em relacdo aos animais do grupo Sham-TR

(31% e 30%; p < 0,05, respectivamente) (Figura 9 e 11, respectivamente).

4.5 Morfologia do tecido adiposo mesentérico

Os animais do grupo Ovx- Sed apresentaram aumento no tamanho do adipdcito
(hipertrofia) em relacdo aos animais do grupo Sham-Sed e Sham-TR (5% e 9%; p < 0,05).
Além disso, os animais do grupo Ovx-Sed-RE tiveram aumento no tamanho do adipdcito
(hipertrofia) quando comparados aos animais do grupo Ovx-Sed e Ovx-TR (35% e 60%; %;
p < 0,05, respectivamenrte.) (Figura 13). Adicionalmente, um aumento no tamanho do
adipdcito foi encontrado nos animais do grupo Ovx-TR-RE, em relacdo aos animais do grupo
Ovx-TR.

Entretanto, uma diminuicdo no tamanho do adipdcito ocorreu nos animais do
grupo Ovx-TR-RE quando comparados aos animais do grupo Ovx-Sed-RE (24%, p < 0,05),

demonstrando que o treinamento foi eficaz em minimizar os efeitos da RE.

4.6 Niveis de 17p-estradiol no tecido adiposo mesentérico

Os animais dos grupos Ovx-Sed, apresentaram niveis menores de 17p3-estradiol
quando comparados aos animais do grupo Sham-Sed (55%; p < 0,05) (Figura 14). Além disso,
a ovariectomia promoveu diminui¢do nos niveis do horménio nos animais do grupo Ovx-TR
em relacdo aos animais do grupo Sham-Tr (56%; p < 0,05).

No entanto, foi observado maior concentracdo de 17-B-estradiol nos animais do

grupo Ovx-Sed-RE em relacdo aos animais do grupo Ovx-Sed (180%; p < 0,05), bem como
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nos animais do grupo Ovx-TR-RE em relacdo ao seu controle Ovx-TR (173%; p < 0,05).
Esses resultados mostram o sucesso da ovariectomia e da reposicao de estrogénio.

Entretanto, foi detectada uma maior concentragdo de 17p-estradiol nos animais
do grupo Ovx-Sed-RE em relacdo aos animais Sham-Sed (24%; p < 0,05), assim como nos
animais Ovx-TR-RE em relacdo aos animais do grupo Sham-TR (20%; p < 0,05) (Figura 14),
mostrando que 0s animais que realizaram a reposicdo de estrogénio tinham uma concentracéo

suprafisiologica de 17p-estradiol na circulagéo.

5 Discussao

Na auséncia de estrogénio devido a menopausa, observa-se aumento na incidéncia de
obesidade e resisténcia insulinica [56-57]. A ovariectomia (Ovx) em ratas é usualmente
utilizada para investigar 0os mecanismos responsaveis pelas complicacGes relacionadas a
menopausa em humanos [59]. Ha& diversos estudos que mostram o efeito metabdlico e
inflamatdrio da ovariectomia no tecido adiposo visceral [9,23,29]. No entanto, estudos sobre
os efeitos da reposicdo de estrogénio e do treinamento resistido como terapia anti-inflamatéria
s8o escassos. Sendo assim, o presente estudo investigou os efeitos combinados e isolados da
reposicdo estrogénica e do treinamento resistido em ratas Sham e Ovx.

No presente estudo, os niveis de 17 B-estradiol, a massa do Utero e fémur foram
consideravelmente diminuidos nas ratas Ovx, confirmando o sucesso da ovariectomia. Além
disso, as ratas Ovx apresentaram maior massa corporal e hipertrofia do adipécito associado a
um aumento do status inflamatdrio. Nossos dados estdo de acordo com os de o Stubbins et al
[55], que mostraram um aumento na concentragdo de TNF-o no tecido adiposo de ratas Ovx
quando comparadas aos animais Sham. O aumento na concentragdo de TNF-a pode ser
tolerado, desde que ocorra também um aumento nos niveis de IL-10 [32]. Entretanto, nossos
dados demonstraram que a ovariectomia causou uma diminui¢do no conteudo proteico de IL-
10. Por sua vez, doze semanas de treinamento resistido de alta intensidade e reposicéo
estrogénica atenuaram estes efeitos da Ovx no tecido adiposo visceral.

A adiposidade visceral, em particular, estd associada a inflamacao cronica de baixa
intensidade no tecido adiposo, causa central de doengas metabdlicas relacionadas a obesidade
em humanos e roedores [58]. Evidéncias mostram que mulheres na pos-menopausa possuem
maiores adipdcitos e que a atividade lipolitica destes estd aumentada, o que pode explicar 0s

altos niveis sistémicos de acidos graxos [40]. Esse processo pode levar ao acimulo de gordura
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no figado e musculo esquelético, aumentando o ambiente inflamatorio, que favorece o
desenvolvimento de esteatose hepatica (EH) e resisténcia insulinica [40].

A condicdo de ovariectomia promove ganho de peso e aumento do tecido
adiposo [56-57]. Todavia, estudos prévios mostram que a RH e o treinamento aerdbio podem
ser adotados como estratégias terapéuticas paralelas, a fim de diminuir o ganho de peso e a
inflamacdo no tecido adiposo visceral (TAV) [23, 55]. Neste contexto, Zoth et al. [68],
demonstraram que a atividade fisica associada a reposicdo estrogénica promoveram efeito
positivo na prevencdo da obesidade em ratas Ovx. Além disso, estad bem documentado, que o
aumento da inflamagéo no TAV evidenciado pelo aumento na expressao génica de citocinas
pré-inflamatorias como TNF-o, contribuem para o aumento da inflamagao sistémica [33].
Neste contexto, nossos resultados mostraram que a RE promoveu aumento da expressdo
génica de TNF-qa, entretanto, ndao foi observado o mesmo aumento do conteudo proteico.
Além disso, embora a RE nédo tenha atenuado o aumento da area do adipdcito nos animais
Ovx, a mesma promoveu diminui¢do da massa corporal, diminui¢cdo no contetdo proteico de
TNF-o e aumento no conteudo proteico de 11-10, evidenciando um efeito anti-inflamatério no
tecido adiposo visceral.

Adicionalmente a estes resultados, em nosso estudo, foi observado um
aumento tanto na expressdo génica de adiponectina, bem como no contetdo proteico desta
proteina nos animais Ovx-Sed-RE. A adiponectina que € exclusivamente produzida pelo
adipdcito, é considerada uma adipocina que exerce protecdo contra a aterosclerose e diabetes
[41]. Em individuos obesos as concentracGes de adiponectina estdo reduzidas e estudos
mostram que a hipoadiponectinemia esta intimamente associada a resisténcia insulinica. Os
efeitos anti-inflamatérios e antiaterogénicos se devem principalmente pela reducdo da
expressdo de TNF-a e diminui¢do da quimiotaxia de macrofagos, sendo a maior parte desses
efeitos recorrentes da inibicdo da atividade do fator nuclear Kappa B (NF-kB). Em adigé&o,
nossos dados mostraram que a associacdo do treinamento resistido e da reposicdo estrogénica
levou a diminui¢do na concentragdo de TNF-a e aumento da expressao génica e proteica de
adiponectina. Entretanto, interessantemente a concentragcdo de IL-10 estava reduzida nesses
animais. Noés especulamos que este aumento importante na concentracdo proteica de
adiponectina nos animais Ovx-TR-RE tenha ocorrido para compensar a diminuicdo da
concentracdo de 1L-10. Esta interpretacdo é suportada pelo fato de adiponectina ter a funcéo
de reduzir a producéo e a atividade de TNF-a [37,41] que de fato se encontrava em menor

concentracdo nos animais do presente estudo.
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Em nosso estudo associado ao aumento do status inflamatorio foi encontrado
um aumento da area dos adipdcitos nos animais Ovx. Dados prévios demonstram que a
hipertrofia do adipécito leva a hiperperfusdo do tecido adiposo, 0 que cria areas de
microhipoxia, ativando as vias IKK/NFKB e assim, aumentando a expressdo de genes
envolvidos na inflamag¢do com maior liberagcdo de citocinas e recrutamento de macréfagos
para o tecido [31, 60]. A causa principal do influxo de macréfagos no TAV ndo é
completamente compreendida, mas um aumento na expressao génica de MCP-1 parece
preceder a infiltragcdo macrofagica sugerindo que esta citocina desempenha um papel
importante no acimulo de macr6fagos no TAV [28]. Neste contexto, evidéncias indicaram
gue MCP-1 desempenha papel chave no desenvolvimento de perturbaces metabdlicas
causadas pela diminuicio da funcdo ovariana [62]. E importante ressaltar que a maioria dos
estudos mostram efeitos do exercicio aer6bio em humanos e ratos obesos [8, 23, 48]
dificultando comparacdes com o TR.

O protocolo de TR usado em nosso estudo promoveu a diminuicdo da
expressao génica de MCP-1 nos animais Sham-TR. Corroborando com nosso resultado,
Bradley et al. [4] demonstraram uma diminui¢do nos niveis de RNAm de MCP-1 apds seis
semanas de corrida espontdnea em ratas que consumiram dieta hiperlipidica. Entretanto,
nenhuma mudancga na expressdo génica de MCP-1 foi detectada no TAV e tecido adiposo
subcutaneo (TAS) em ratos que realizaram corrida espontanea por quatro semanas [17]. Além
disso, esta diminuicdo na expressdo de MCP-1 foi acompanhada pela diminuicdo da
concentragédo proteica de TNF-a e aumento da concentragdo proteica de IL-10, indicando que
nosso protocolo de TR diminui o status inflamatério do VAT nos animais Ovx treinados.
ROSA et al.[44], mostraram que 0 exercicio exaustivo na esteira aumentou a producao de
citocinas pré-inflamatérias no tecido adiposo visceral mesentérico e retroperitoneal de ratos
machos e diminui a razéo IL-10/ TNF-a em ambos os depositos de gordura. Por sua vez, o
mesmo protocolo de exercicio promoveu um efeito anti-inflamatério no masculo esquelético
desses animais, mostrando que o perfil inflamatério no tecido adiposo se op6e ao do musculo
esquelético. Diversos estudos mostraram que a perda de peso associada ao exercicio pode
promover uma melhora no status inflamatério [8,52,72]. Entretanto, este efeito benéfico
parece ocorrer em exercicios com intensidade moderada, uma vez que 0 exercicio extenuante
aumenta os marcadores pro- inflamatdrios no soro, tecido adiposo, e musculo esquelético
[44,45]. Adicionalmente, o treinamento de endurance pode suprimir o estresse oxidativo (EO)
e 0 estado hipoxico do TAV devido a up regulation no sistema de defesa antioxidante e

aumento do fluxo sanguineo, respectivamente, levando a reducdo da expressao génica
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desregulada de adipocinas relacionadas a inflamagdo, como TNF-o ¢ MCP-1 [48]. a
inflamacédo, como TNF-a ¢ MCP-1 [48].

Existem poucos estudos que verificaram o efeito do TR na inflamacdo do
tecido adiposo. Estudos anteriores realizados por nosso grupo revelaram que o TR é capaz de
diminuir o acimulo e deposicdo de gordura no figado de ratas ovariectomizadas e reduzir a
expressao génica de moléculas relacionadas a lipogénese [9]. Mais recentemente, foi
demonstrado que este mesmo protocolo, foi capaz de suprimir a sintese de acidos graxos
intra-abdominal em ratas ovariectomizadas [53].

Nesse sentido, nossos resultados mostraram que o treinamento resistido
proposto além de melhorar o status inflamatério foi eficiente em diminuir a massa corporal e a
area dos adipdcitos nos animais Ovx. Nossos dados estdo em concordancia com os de
Speretta et al. [52], que demonstraram que o mesmo modelo de TR utilizado em nosso estudo
melhorou o perfil lipidico, diminuiu a adiposidade e obesidade associada a inflamag&o em
ratos. Uma vez que o treinamento promove aumento do sistema nervoso simpatico, uma das
possiveis explicacBes para nosso achado é a maior estimulacdo da lipdlise e liberacdo de
acidos graxos que fornecem energia para os musculos e outros tecidos apos o exercicio.

Adicionalmente, no presente estudo foi encontrado que o treinamento
promoveu um aumento da expressdo génica de TLR4. Um dos mecanismos envolvidos no
aumento de citocinas pré-inflamatorias no tecido adiposo seria a ativacdo do receptor TLR4
altamente expresso nas células do sistema imune inato (Fig 6) e também encontrado em varios
outros tipos de células incluindo hepatdcitos, adipécitos e midcitos [31]. TLR4 pode ativar o
fator de transcricdo NFK-B e aumentar a resposta inflamatoria [60] (Fig 5). No presente
estudo € possivel que o aumento encontrado na expressdo génica de TLR4 tenha ocorrido em
funcdo do aumento da lipdlise e de AGL circulantes que ativam a sinalizagcdo TLR4 [45].
Entretanto, acreditamos que a regulacdo ascendente de marcadores anti-inflamatérios que
ocorreu nos animais treinados tenha promovido inibicdo da atividade do fator nuclear Kappa
B (NF-kB) que medeia as respostas imunes e inflamatérias. Nao foi detectado nesse trabalho,
mudangas na expressdo génica e proteica de IL-6. Corroborando com nossos resultados,
Gomez-Merino et al. [16], relataram auséncia de modificagfes na concentra¢do de IL-6 no
tecido adiposo branco de animais treinados. Adicionalmente, Gleeson et al. [15], ndo
encontraram aumentos significativos nos niveis de IL-6 em ratos ap6s treinamento intenso na
esteira, com duracdo de sete semanas. Entretanto, em um estudo de Bruun et al. [5], 0s niveis
de RNAm de IL-6 diminuiram no TAV e TAS de individuos obesos, que associaram restricdo

calorica e treinamento.
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Em conclusédo, o presente estudo indicou que o treinamento resistido, a
reposicdo estrogénica e a associacdo de ambas as intervencgdes, sdo estratégicas eficazes em
reduzir a massa corporal e diminuir a inflamacdo do tecido adiposo visceral de ratas
ovariectomizadas. Além disso, mostramos que a reposicao estrogénica utilizada em nosso
estudo, promoveu acdo anti-inflamatoria por mecanismos independentes da alteracdo do
tamanho do adipdcito que precisam ser melhores elucidados. Adicionalmente, estudos futuros
terdo como objetivo esclarecer se doses mais baixas de estrogénio promovem efeitos

similares.
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TABELAS

Tabela 1. Oligonucleotideos primers usados para PCR-RT.

Genes  Sense primer (§-3') Antisense primer (5'-3’) N. de acesso

INF-a  CACCACGCTCTTCTGTCTAC ATCTGAGTGTGAGGGICTGG NM 012675.2
I-10 ' CTGGTAGAAGTGATGCCC TTGCTTTTATTCTCACAGGGGA NM 012854.2
116 TCCAGCCAGTTGCCTTCTT TGTTGTGGGTGGTATCCTCTGT NM_012589.1
MCP-I  AGCCAGATGCAGTTAATGCCC ACACCTGCTGCTGGTGATTCTC NM_(31530.1
Adiponectina CTCCTGITCCTCTTAATCCTGCCC TCCCTTCTCTCCCTTCTCTCCAG NM_ 144743
TIR4  CATTGITCCTITCCTGCCTGAGA TGAAGTTGTGAGAAATTGGTGAAGC ~ NM 019178.1
GAPDH  GATGCTGGIGCTGAGTATGICG GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA NM 0170083

INF-e: Fator de necrose tumoral- alfa; IL-10: Interleucina-10; IL-6: Interleucma-6; MCP-1: Proteina quimioatracnte de mondeitos I;

Adiponectina; TLR4Receptor Toll Like 4; GAPDH: Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

Tabela 2. Efeitos da ovariectomia, tremamento resistido e terapiade repost ¢do hormonal sobre pardmetros métricos.

Sham-Sed  Sham-TR Ovx-Sed OvxTR  OvxSed-RE  Ovx-TR-RE
301,85+ RY/RUIES 35040 + 32894 + 317,66
M Corporal 9 65 VR yee s 751 81248
Ingesto alimentar (g/d) 20054050 22784058  2339+0,92* ZS,éff 228+084 22584075
Gordura Parametrial (g) 652+074  5054026% 693038  643+04  813£0600 697+069%
Gordura Mesentérica () 3684028 210+012% 31440270 338+0300 3510280 3354035
. 435+
Gordura Refroperitoneal (g) 297037 205015  434£026 ¥ 296+ (055 049458 3394033
Massa do dtero (g) 067007 0632005 011+000% 009+00%5 0640055 0,62+0,03#§
023+ 0,27+
Massa do femur (g/]l]ﬂ g V[C) 02040005 029+0,004* 0,006*8 025+0010 0.26+0007# 000458

Valores expressos em média + erro padido da média;

0= ratas por gupo. MC mdica massa corporal
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* significaivamente diferente de Sham-Sed: (p= 0,03).

0, significativamente difrente de Sham-TR: (p=0,05).

# significativanente diferente de Ovx-Sed: (p= 0,05).

§, siguificativamente diferente de Ovx-TR (p=0,05).

&, significativamente diferente e Ovx-Sed-RE (p =0,03).
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Figura 1. Carga maxima (g) dos grupos Sham-TR, Ovx-TR e Ovx-TR-RE nas semanas 1, 4,
8 e 12. Os valores estdo apresentados em meédia * erro padrdo da média; (n=11 por grupo). *,
significativamente diferente da semana 1; # significativamente diferente da semana 4 ( p <

0,05); $ significativamente diferente da semana 8 ( p < 0,05).
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FIGURA 2
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Figura 2. Expressdo génica de TNF-a no tecido adiposo mesentérico de ratas. Valores estdo
apresentados em média + erro padrdo da média (n=6 por grupo). *, significativamente
diferente de Sham-Sed; #, significativamente diferente de Ovx-Sed; &, significativamente

diferente de Ovx-TR; B, significativamente diferente de Sham-TR (p < 0.05).



70

FIGURA 3

o
i

3 Sham
Bl O

o
<

—
ik

RNAmM IL-10 (UA)
=
1
>

o
bk

0.0
Sed TR Sed TR Sed-RE  TR-RE

Figura 3. Expressdo génica de IL-10 no tecido adiposo mesentérico de ratas. Valores estdo
apresentados em média + erro padrdo da média (n=6 por grupo). *, significativamente
diferente de Sham-Sed (p < 0.05).
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Figura 4. Expressdo génica de IL-6 no tecido adiposo mesentérico de ratas. Valores estdo

apresentados em média + erro padrao da média (n=6 por grupo) (p < 0.05).
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Figura 5. Expressdo génica de MCP-1 no tecido adiposo mesentérico de ratas. Valores estdo
apresentados em média + erro padrdo da média (n=6 por grupo). *, significativamente
diferente de Sham-Sed (p < 0.05).
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Figura 6. Expressdo génica de Adiponectina no tecido adiposo mesentérico de ratas. Valores
estdo apresentados em média + erro padrdo da média (n=6 por grupo). *, significativamente
diferente de Sham-Sed; #, significativamente diferente de Ovx-Sed; &, significativamente
diferente de Ovx-TR; B significativamente diferente de Sham-TR (p < 0.05).
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Figura 7. Expressdo génica de IL-10/TNF-a no tecido adiposo mesentérico de ratas. Valores
estdo apresentados em média + erro padrdo da média (n=6 por grupo). *, significativamente
diferente de Sham-Sed (p < 0.05).
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Fig 8. Expressdo génica de TLR4 no tecido adiposo mesentérico de ratas. Valores estdo
apresentados em média + erro padrdo da média (n=6 por grupo). *, significativamente

diferente de Sham-Sed; #, significativamente diferente de Ovx-Sed (p < 0.05).
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Figura 9. Concentracdo de TNF-a no tecido adiposo mesentérico de ratas. Valores estdo

apresentados em média + erro padrao da média (n=6 por grupo) (p < 0.05).
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Figura 10. Concentracdo de IL-10 no tecido adiposo mesentérico de ratas. Valores estdo
apresentados em média + erro padrdo da média (n=6 por grupo). *, significativamente
diferente de Sham-Sed (p < 0.05).
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Figura 11. Concentracdo de IL-6 no tecido adiposo mesentérico de ratas. Valores

estdo apresentados em média =+ erro padrao da média (n=6 por grupo) (p < 0.05).
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Figura 12. Concentracdo de Adiponectina no tecido adiposo mesentérico de ratas. Valores
estdo apresentados em média + erro padrdo da média (n=6 por grupo). *, significativamente
diferente de Sham-Sed; #, significativamente diferente de Ovx-Sed; &, significativamente
diferente de Ovx-TR (p <0.05).
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Figura 14. Morfologia do tecido adiposo mesentérico (area dos adipdcitos). . Valores estdo
apresentados em média + erro padrdo da media (n=6 por grupo). *, significativamente
diferente de Sham-Sed; #, significativamente diferente de Ovx-Sed; &, significativamente
diferente de Ovx-TR; @ significativamente diferente de Ovx-Sed- RE; B, significativamente
diferente de Sham-TR (p < 0.05).
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Figura 15. Concentracdo de 17B-estradiol no soro de ratas. Valores estdo apresentados em
média + erro padrdo da meédia (n=6 por grupo). *, significativamente diferente de Sham-Sed,
#, significativamente diferente de Ovx-Sed; &, significativamente diferente de Ovx-TR; a
significativamente diferente de Sham-TR (p < 0.05).



