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RESUMO

IGNACIO, Daniele Ledo. Efeito do treinamento fisico de natacao sobre o ganho de
massa corporal e funcio tiredidea de ratas ovariectomizadas. Rio de Janeiro, 2008.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas — Fisiologia) — Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

A ovariectomia acelera o ganho de massa corporal, mas os possiveis mecanismos
periféricos envolvidos no ganho de massa corporal sdo pouco conhecidos. O exercicio
fisico e os hormonios tiredideos sdo conhecidos por alterar o balango energético. Neste
estudo, procuramos avaliar o efeito do treinamento fisico de natacdo sobre o ganho de
massa corporal e funcdo tiredidea de ratas ovariectomizadas e falso-operadas. Ratas
foram submetidas a 8 semanas de treinamento de natagdo com incremento progressivo
da duracdo do protocolo de exercicio (ao final do treinamento as ratas nadavam por 75
minutos em cada sessdo, 5 dias por semana, nas ultimas 4 semanas). Os resultados
indicam maior ganho de massa corporal nas ratas ovariectomizadas comparadas as falso-
operadas. O protocolo de treinamento ndo impediu o ganho de massa corporal
secunddrio a ovariectomia. Entretanto, o protocolo de exercicio reduziu a gordura
subcutanea apesar do aumento da ingestdo alimentar dos animais castrados. Nao houve
diferenca significativa em relagdo ao T3, T4 e TSH totais séricos em resposta ao
treinamento de intensidade moderada e a ovariectomia a longo prazo. Porém, o
metabolismo periférico dos hormonios tiredideos foi alterado. Enquanto a atividade
iodotironina desiodase tipo 1 (D1) na hipdfise e tipo 2 (D2) no tecido adiposo marrom
(TAM) aumentaram nos animais falso operados treinados, a ovariectomia bloqueou esta
resposta. Além disso, a D2 foi significativamente menor nos grupos ovariectomizados,
treinados ou ndo. Portanto, a ovariectomia a longo prazo ndo altera a fun¢do tiredidea e o
sobrepeso ndo foi impedido pelo treinamento fisico das ratas ovariectomizadas. E
interessante notar que o treinamento fisico regula positivamente a atividade D1 na
hipdfise e D2 no TAM, efeitos estes que dependem da funcdo gonadal intacta. A
atividade da D2 na hipdfise é positivamente regulada pelos hormonios ovarianos,
provavelmente em células que nio correspondem aos tireotrofos, j4 que o TSH nio
sofreu alteracdo significativa nos animais ovariectomizados, apesar da atividade D2

diminuida.



ABSTRACT

IGNACIO, Daniele Ledo. Effect of swimming training on body weight gain and
thyroid function of ovariectomized rats. Rio de Janeiro, 2008. Dissertation (Master of
Sciences in Biology — Physiology) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

Ovariectomy leads to a significant increase in body weight, but the possible peripheral
mechanisms involved in weight gain are still unknown. Both exercise and thyroid
hormones modulate energy balance. Here we aimed to study the effect of swimming
training on body weight gain and thyroid function in ovariectomized or sham-operated
rats. Rats were submitted to a period of 8-week training with progressive higher duration
of exercise protocol (at the end the rats swam for 75 min per session, 5 days per week
for the last 4 weeks). Our results show that ovariectomized gained more weight than
sham-operated rats, and the type of training program did not prevent the weight gain that
follows ovariectomy. However, the exercise protocol reduced subcutaneous fat pads
despite the higher caloric intake of ovariectomized rats. There were no differences in
serum total T3, T4 and TSH in response to a moderate intensity training program and
long-term ovariectomy. The peripheral metabolism of thyroid hormones was affected.
While pituitary iodotironine type 1 deiodinase (D1) and brown adipose tissue (BAT)
type 2 deiodinase (D2) activities increased in sham operated trained rats, ovariectomy
blunted this response to exercise. Moreover, D2 was significantly lower in
ovariectomized groups trained or not. In conclusion, long-term ovariectomy does not
lead to thyroid dysfunction and the establishment of overweight is not impaired by
physical training of ovariectomized rats. Interestingly, physical training positively
regulates pituitary D1 and BAT D2 activities, which depend on intact gonadal function.
Pituitary D2 activity is positively regulated by ovarian hormones probably in other cells
than thyrotrophs, since serum thyrotrophic hormone is not changed in ovariectomized

animals notwithstanding lower pituitary D2 activities.



LISTA DE SIGLAS

ACSM Colégio Americano de Medicina Desportiva
AMPc monofosfato ciclico de adenosina
ArKO knockout para aromatase

ATP trifosfato de adenosina

D1 iodotironina desiodase do tipol

D2 iodotironina desiodase do tipo2

D3 iodotironina desiodase do tipo 3

El estrona

E2 17-B estradiol

E3 estriol

Eb benzoato de estradiol

ER receptor de estrogénio

ERE elemento responsivo ao estrogénio
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ER- receptor beta de estrogénio

MAPK proteina cinase ativada por mitdgenos
ERR receptor relacionado ao estrogénio
ERR-a receptor alfa relacionado ao estrogénio
ERR- receptor beta relacionado ao estrogénio
FSH hormonio foliculo estimulante

HDL lipoproteina de alta densidade

HT hormonios tiredideos

LH hormonio luteinizante

IL-6 interleucina 6

KO knockout

MC massa corporal

NEAT termogénese ndo relacionada a atividade fisica
NIS co-transportador sédio-iodeto

p38/MAPK  proteina cinase p 38 ativada por mitégenos
PI3K/AKT  fosfatidil inositol 3 cinase / proteina cinase tipo B

PGC 1-a coativadores 1 alfa do receptor gama ativado pelo proliferador de
peroxissoma (PPARY)

PGC-1 B coativadores 1 beta do receptor gama ativado pelo proliferador de
peroxissoma (PPARY)

PLC/PKC fosfolipase C / proteina cinase tipo C

PTU 6-n-propil-2-thiouracil
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INTRODUCAO

1- ESTEROIDES SEXUAIS FEMININOS

Estrogénios ¢ um grupo de hormoénios esterdides de 18 carbonos
secretados principalmente pelo ovdrio e, em menor quantidade, pelas
adrenais. Em homens, quantidades menores ainda sdo secretadas pelos
testiculos e adrenais. O termo estrogénio engloba trés hormodnios
esterdides semelhantes estruturalmente: 17-p estradiol (E2), estrona (E1)
e estriol (E3). Desses, o 17-p estradiol (E2) € o principal esterdéide em
humanos que possui propriedades estrogénicas (Kendall e Eston, 2002).

Os hormdnios gonadais regulam a secre¢do do hormdnio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotdlamo através de um mecanismo de
feedback negativo. Em resposta ao GnRH a hip6fise anterior secreta o
horménio foliculo estimulante (FSH) e o hormdnio luteinizante (LH). O
LH ¢é responsdvel por aumentar a captacdo de colesterol, estimular as
células intersticiais da teca das gonadas femininas a secretar
androstenediona e também age nas células granulosas femininas. A
funcdo do FSH ¢é regular a producdo de estradiol nas células da granulosa
e o crescimento folicular. Os hormo6nios gonadais e peptideos produzidos
no ovario, como a inibina e a ativina também regulam a secrecdao de FSH

e LH (Bulun e Adashi, 2003).
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1.1- MODELOS DE SOBREPESO SECUNDARIOS A DEFICIENCIA

DE ESTROGENIO OU DA SUA ACAO

1.1.2 - DEFICIENCIA DE ESTROGENIO E CONTROLE DA MASSA

CORPORAL

Desde a década de 80 se sabe que a ovariectomia em ratas acelera
o ganho de massa corporal, mais especificamente de tecido adiposo
(Hervey e Hervey, 1981). No entanto, no estudo de Richard et al (1987),
ratas ovariectomizadas apresentaram reducdo significativa de E2
plasmético e aumento de massa corporal que ndo correspondeu a massa
gorda, mas sim ao conteido de proteinas. Assim, a mudan¢a na
composicdo corporal de ratas ovariectomizadas pode ser devida ao ganho
de massa gorda ou de proteinas. Esses animais, além do aumento de
massa corporal, apresentaram também maior ingestdo alimentar,
alteracdes que foram impedidas pela reposicdo com E2.

Ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol apresentam massa
corporal menor que os animais controles (Kimura et al, 2002; Meli et al,
2004; Marassi et al, 2007). Meli et al (2004) sugeriram um efeio
lipolitico do estrogénio, além da inibi¢do direta no hipotdlamo da acdo
do neuropeptideo Y e conseqiientemente da ingestdo alimentar.

Logo, a ovariectomia é um modelo usado para se estudar os
mecanismos pelos quais a defici€ncia de estrogénio muda a composicdo
corporal (Meli et al, 2004) e a ingestdo alimentar, causando maior ganho

de massa corporal.
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O papel do estrogénio na regulacdo da gordura corporal foi
confirmado através de estudos mostrando que camundongos deficientes
do receptor a de estrogénio (ER-a) ou da aromatase, enzima responsdvel
pela biossintese de estrogénio, apresentam aumento do tecido adiposo
branco (Heine et al, 2000; Jones et al, 2000). Entretanto, os mecanismos
pelos quais o E2 exerce influéncia sobre o comportamento alimentar e a
regulacdao da massa corporal ndo sdo claros. A deficiéncia de estrogénio
pode estar relacionada a diminui¢cdo de receptores de leptina no
hipotidlamo, o que causaria diminui¢do da saciedade (Kimura et al,
2002). Com relacdo ao ganho de massa corporal, acredita-se que possa
estar relacionado a mudangas no comportamento alimentar e/ou a

diminuicdo do gasto energético (Richard, 1986).

1.1.3 - DEFICIENCIA DE AROMATASE

A etapa final da biossintese de estrogénio é catalisada por uma
enzima microssomal que faz parte da superfamilia do citocromo P450,
chamada citocromo aromatase P450 (P450arom, produto do gene Cypl9).
A superfamilia do gene P450 contém 3000 membros distribuidos em 350
familias, sendo o citrocromo P450arom o Unico membro da familia 19
(Thompson e Siiteri, 1974). Essa hemoproteina € responsdvel por ligar o
substrato C19 dos esterdides androgénicos (androstenodiona e

testosterona) e catalisar reacdes que levam a formacdo do anel fendlico

que caracteriza os estrogénios (Jones et al, 2007). Figura 1.
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O > HO

Androstenediona Estrona

OH OH

0 p HO
Testosterona 17p -Estradiol

Figura 1- Conversio de androgénios a estrogé€nios pela aromatase. Adaptado de Spritzer, PM. In:

Aires 2008.

Camundongos com delecdo da aromatase (ArKO) nos possibilitam
entender os miultiplos papéis do estrogénio no desenvolvimento e
manutencdo dos sistemas fisiolégicos em mamiferos. Nos animais com
destruicao do gene Cypl9, toda a producdo de estrogénio € bloqueada,
havendo alteracdes enddcrinas severas no sistema reprodutor, acimulo de
tecido adiposo e alteragdes em nivel esquelético, tais como perda do
volume e espessura do osso trabecular e osteopenia. Esse modelo difere
daquele em que a responsividade ao estrogénio é bloqueada, ja que o
modelo de deficiéncia de aromatase ndo permite a sintese do proprio

estrogénio (Simpson et al, 2002).
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A deficiéncia de estrogénio em camundongos, resultante da perda
da atividade da aromatase, gera efeitos graves no sistema reprodutor das
fémeas. Com 3 meses de idade, o ttero se encontra pouco desenvolvido,
pesando menos da metade do peso do ttero de camundongos normais. Os
ovarios se desenvolvem, porém ndo concluem a maturagdo por estarem
em um ambiente sem estrogénio. Embora pareca que o estrogénio tenha
um papel crucial no crescimento do ovdrio, outros parametros sao
também alterados neste modelo, pois as concentracdes séricas de
testosterona estdo aproximadamente 10 vezes maiores nos animais ArKO
comparados as fémeas selvagens. Hormoénio Iluteinizante (LH) e
hormoénio foliculo-estimulante (FSH) também estdio aumentados em até
10 e 4 vezes, respectivamente (Fisher et al, 1998).

Um aumento de tecido adiposo levou ao aumento da massa
corporal em camundongos fémeas ArKO; houve também altera¢cdes no
perfil lipidico, como hipercolesterolemia, aumento de triglicerideos e
HDL, além de aumento de gordura intra-abdominal e diminuicdo de

massa magra (Jones et al, 2000).

1.1.4- ANIMAIS COM DELECAO DOS RECEPTORES DE

ESTROGENIO

As respostas fisioldgicas ao estrogénio sdo mediadas por, pelo

menos, dois tipos de receptores de estrogénio (ERs), ERa e ERf. Os ERs

sdo membros de uma ampla familia de receptores hormonais nucleares
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que sdo estimulados pelos ligantes, recrutando fatores de transcricdo
nucleares (Mangelsdorf er al,1995).

A distribuicdo e o padrdo de expressdo dos receptores indicam uma
ampla distribuicdo do ERa, enquanto o ERP possui um padrdo de
distribui¢do tecidual mais limitado, com alta expressio no ovdrio,
préstata, epididimo, pulmio e hipotidlamo. As respostas fisioldgicas
exatas atribuidas a cada receptor, na sua maioria, sdo desconhecidas
(Kuiper et al, 1997).

Camundongos KO para os ERs sio modelos interessantes para o
estudo dos mecanismos reguladores do metabolismo e da composicdo
corporal. Camundongos com dele¢cdes do ERa tém aumento na massa de
tecido adiposo branco, bem como resisténcia a insulina e diminuicdo da
tolerancia a glicose, em ambos os sexos (Heine et al, 2000).

Estudos recentes mostram que camundongos que tiveram o receptor
a de estrogénio silenciado especificamente no nicleo ventromedial do
hipotilamo desenvolveram diversas caracteristicas de sindrome
metabdlica, tais como: ganho de peso, aumento da adiposidade visceral,
hiperfagia, hiperglicemia e gasto energético diminuido. Isto indica um
importante papel do ERa expresso no nicleo ventromedial do hipotdlamo
na manuten¢do do metabolismo e da massa corporal normal das fémeas
(Musatov et al, 2007).

Além dos receptores nucleares cldssicos (ERs), hd crescentes
evidéncias de que o estrogénio assim como outros esterdides possa
modular fun¢des celulares através de acdes ndo gendmicas. Em diversos

tipos celulares os estrégenos podem rapidamente disparar mecanismos de
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sinalizacdo que promovem estimulo ao fluxo idnico, produg¢do de AMPc,
ativacdo de fosfolipase C e geracdo de inositol fosfato. Vdrias vias de
sinalizacdo sdo ativadas pela ligacdo do estrogénio ao seu receptor de
membrana. Esses efeitos rdpidos podem ser classificados em quatro
principais cascatas de sinalizacio (ERK/MAPK, p38/MAPK, PI3K/AKT,
PLC/PKC) (Levin, 2005).

Outro estudo mostrou que o receptor nuclear 6rfao (ERRa) que

N

pertence a subfamilia dos receptores relacionados ao receptor de
estrogénio, tem funcdo ligada a sinalizacdo de estrogénio, a formacio
O0ssea e ao metabolismo oxidativo. Evidéncias recentes mostram o papel
do ERRa no metabolismo oxidativo e aumento da sua expressdo em
tecidos com alta capacidade oxidativa em situacdes fisioldgicas de
aumento na demanda energética, como por exemplo durante exposicido ao
frio, jejum e exercicio fisico. Em niveis fisiolégicos, o ERRa é essencial
para a sobrevivéncia em situa¢des de aumento na demanda energética. A
atividade diminuida do ERRa compromete a fun¢cdo mitocondrial e reduz
a capacidade de gerar energia, assim héd redug¢do da capacidade fisica e
da sobrevivéncia em situagdes de estresse metabdlico (Villena et al,
2007).

Segundo Ichida et al (2002), o ERRa estd predominantemente
expresso em tecidos ricos em mitocdndrias, como o tecido adiposo
marrom e midcitos cardiacos e exerce papel importante na regulacdo da

expressdo de genes envolvidos na biogé€nese mitocondrial, fosforilacdo

oxidativa e B -oxidacdo de dcidos graxos.
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ERRa nido é um receptor constitutivamente ativo e nenhum ligante
lipofilico foi identificado para esse receptor. Porém, os coativadores 1 o
e 1 B (PGC-1a e PGC-1PB) do receptor y ativado pelo proliferador de
peroxissoma foram identificados como potentes proteinas ligadoras para
a familia do ERR, sendo que PGC-1B é considerado como um coativador
mais especifico e é a proteina ligadora que pode regular a transcricio
génica mediada pelo ERR (Eudy, 1998).

Essas proteinas ativam os receptores nucleares ligando-se a eles
diretamente de forma similar aos ligantes lipofilicos cldssicos (Kamei et
al, 2003). Neste estudo Kamei et al mostraram que PGC-1B é um
regulador da transcricdo mediada por ERRa, agindo no controle do gasto
energético, pois camundongos transgénicos com expressdao aumentada de
PGC-1B tiveram aumento do gasto energético, menos tecido adiposo
branco e ganho de massa corporal menor que os camundongos controle,
apesar do aumento da ingestdo. J4 o PGC-1a é capaz de ativar uma série
de receptores nucleares semelhantes aos dos estrogénios, funcionando
como agonista destes receptores. Por ativar esses receptores, PGC-1la,
tem papel importante na adaptacdo a mudancgas rapidas de temperatura.

Por outro lado, o estudo de Luo et al (2003) mostraram que
camundongos com dele¢cdo no ERRa apresentavam resisténcia ao ganho
de massa corporal e reduzida massa de gordura visceral quando
comparados com os animais selvagens, indicando que o ERRa pode

participar do desenvolvimento do tecido adiposo branco.
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1.1.5- EXERCICIO FiSICO E CONTROLE DA MASSA CORPORAL

O estudo do controle de massa corporal estd essencialmente ligado
a regulacdo do balanco energético, que depende de dois componentes
badsicos: a energia consumida e a energia gasta. Quando a energia
consumida é equivalente a que se gasta, a massa corporal permanece
constante (James, 1992). Entretanto, o ganho de massa corporal, em
adultos sauddveis, ocorre quando a energia consumida excede
persistentemente o gasto energético (Levine et al, 1999).

Assim, desequilibrios energéticos que resultam em balancos
energéticos positivos podem levar ao ganho de massa corporal e
obesidade. A alta prevaléncia de obesidade e a sua associacdo com
diabetes, hipertensdo, hiperlipidemia e doengas cardiovasculares torna a
obesidade um grave problema de sadde puiblica (James, 1992). A
prevencdo e/ou o tratamento da obesidade requer a redugdo do consumo
alimentar e/ou o aumento do gasto energético (Tou e Wade, 2002).

O gasto energético didrio total é composto pela taxa metabdlica
basal (TMB), termogénese poés-prandial e termogénese induzida pela
atividade fisica. Esta dltima se subdivide na termogénese que acompanha
o exercicio fisico e na termogénese que acompanha as atividades da vida
didria ou atividade fisica ndo relacionada ao exercicio (do inglés, non
exercise activity termogenesis, NEAT). TMB é o minimo de energia que
um individuo necessita para manter as fun¢des vitais do organismo em
estado de repouso poés-absortivo, em situagdo de termoneutralidade.

Termogénese pds-prandial é o aumento do gasto energético relacionado
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com a digestdo, absor¢do e estoque de alimentos (Jequier e Felber,
1987).

Apesar de corresponderem a maior parte do gasto energético didrio
total, a TMB e a termogénese pOs-prandial ndo se correlacionam com
alteracdes na massa corporal, ao contrdrio da atividade fisica didria
(Levine et al, 1999).

A atividade fisica é o componente do gasto energético total mais
varidvel e o mais facil de ser alterado. Logo, o aumento da atividade
fisica é freqiientemente prescrito para quem deseja perder massa corporal
adiposa. Entretanto, € dificil saber se a perda de massa corporal €
influenciada somente pelo exercicio ou se outros fatores estdo
envolvidos, tais como: genéticos, hormonais, intera¢cdes genético-
ambientais, fatores sociais, bioldgicos e psicoldgicos (Sallis e Hovell,
1990).

Entende-se por atividade fisica qualquer movimento voluntdrio
produzido pelos misculos esqueléticos que resulta em aumento do gasto
energético (Levine et al, 1999). Para Sallis e Hovell (1990), atividade
fisica € a energia que excede aquela que se gasta na termogénese poés-
prandial e para manter a TMB.

Exercicio fisico, por sua vez, é definido por qualquer atividade
fisica planejada, estruturada e repetitiva com o intuito de melhorar ou
manter um ou mais componentes da aptiddo fisica ou do rendimento
(American College of Sports Medicine, 2003).

O exercicio fisico € descrito de acordo com as respostas

metabdlicas geradas por ele. Comparando respostas metabdlicas durante
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uma sessdo especifica de exercicio com a taxa metabdlica de repouso,
que é a energia gasta em repouso completo em qualquer hora do dia, ou
com sua resposta midxima, podemos estimar tanto a intensidade absoluta
quanto a intensidade relativa de uma sessdo de exercicio. Sessdes de
exercicios sdo prescritas em termos do consumo méiximo de oxigénio
(VO; mix), como miltiplos da taxa metabdlica de repouso, ou como
percentual do VO, max. Determinar a resposta metabdlica do exercicio
também nos permite estimar o custo energético (caldérico) do mesmo
(Brooks et al, 2005).

O consumo maximo de oxigénio é aceito como uma medida
normativa da aptiddo cardiorrespiratéria e é proporcional a intensidade
do exercicio. O VO, méax (I/min) € o produto do débito cardiaco maximo
(I/min) pela diferenca arteriovenosa de oxigénio (ml de O,/1) (American
College of Sports Medicine, 2003). O nivel mdximo de consumo de
oxigénio alcancado é representado pelo VO, médx e a cldssica definicdo
de VO; midx é o ponto em que ndo hd mais aumento no consumo de
oxigénio mesmo com incrementos na intensidade do exercicio (Brooks et
al, 2005).

A participacdo regular em uma atividade fisica de intensidade
moderada estd associada a beneficios para a sadde. O maior
aprimoramento na captacdo méaxima de oxigénio (VO, mdx) ocorre
quando o exercicio envolve o uso de grandes grupos musculares por
periodos prolongados em atividades de natureza ritmica e aerdbia, por

exemplo, caminhada, corrida, natagdo, ciclismo, remo, etc. (American

College of Sports Medicine, 2003).

23



2

E recomendado para individuos com sobrepeso ou obesos 0 minimo
de 150 minutos de atividade fisica moderada por semana. Esse nivel de
atividade fisica causa um impacto positivo na saide de adultos que estdo
acima do peso. Entretanto, para reducdo ponderal a longo prazo, o
recomendado € aumentar a quantidade de exercicio para 200-300 minutos
ou um déficit de 2000 kcal por semana (American College of Sports
Medicine, 2003).

Segundo Katzeff e Selgrad (1991), o exercicio fisico crdnico
aerobio que prioriza o metabolismo mitocondrial e que expde o animal
ou o individuo repetitivamente ao estresse agudo do exercicio ¢é
recomendado como tratamento para obesidade devido a sua capacidade
de, simultaneamente, manter a massa muscular e diminuir a massa de
gordura. Para ser eficiente, o programa de exercicios deve aumentar a
demanda energética enquanto a ingestdo caldrica é mantida ou reduzida.

Porém, exercicios aerdbios extenuantes, como maratona, podem
causar além da diminuicdo do tecido adiposo, diminui¢do da massa
muscular (Knechtle e Bircher, 2005).

O custo energético da natagdo foi avaliado por McArdle (1967).
(Figura 2). Nas 4 situagdes em que pesos adicionais foram aliados a
cauda dos animais, a média do consumo de oxigénio dos animais que
tiveram dificuldade em nadar esteve abaixo dos animais que nadaram
sem carga. O consumo de oxigénio de repouso foi de 23,36 ml/kg/min.
Os animais que nadaram sem carga alcangcaram uma média de consumo de

oxigénio de 62,60 ml/kg/min (Mc Ardle, 1967), conforme Figura 2.
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Figura 2- Efeito da carga sobre o consumo de oxigénio. Adaptado de McArdle (1967).

A regulacdo da atividade fisica didria ndo ¢é completamente
entendida principalmente por ser afetada por uma série de componentes
regulatérios (Figura 3), entretanto é bem aceito que a reducgdo da
atividade fisica que estd associada ao estilo de vida sedentdrio contribui
para o ganho de massa corporal e obesidade (Tou e Wade, 2002).

Um estudo com ratos Zucker obesos (340-400g) mostrou que estes
animais, quando submetidos ao exercicio fisico em esteira rolante,
suportavam correr numa velocidade que era apenas a metade da
velocidade que alcancavam seus pares selvagens ndo obesos (175-200g),
indicando que a capacidade fisica diminuida pode ser secundiria ao

aumento de massa corporal, porém isto ainda é controverso (Ardevol et

al, 1998).
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Assim, de acordo com Tou ¢ Wade (2002), a atividade locomotora
diminuida seria uma resposta ao ganho de massa corporal, o que
eventualmente contribuiria para aumentar ainda mais esse ganho.

Niao hd estudos avaliando mudancas nos niveis de atividade fisica
durante o ganho de massa corporal gradual, mas existem estudos
mostrando que, em condi¢des de restricdo alimentar, os ratos ficam
hiperativos e apresentam atividade fisica aumentada em proporcao
inversa ao decréscimo no peso corporal (Moskowitz, 1959; Collier,

1971).

HIPOTALAMO
IDADE l

DIETA \
\

GENETICA

/ SEXO
REGULACAO —

i N

PESO CORPORAL | — | ATIVIDADE FISICA

Fig. 3 — Componentes regulatérios que afetam o nivel de atividade fisica. Adaptado de Tou e
Wade (2002).

1.1.6- TIREOIDE E EXERCICIO FISICO

Os hormodnios tireéideos (HTs) tém um papel fundamental na
diferenciacdo e no crescimento dos tecidos, bem como no metabolismo
energético. Eles sdo necessdrios para o funcionamento normal de quase
todos os tecidos, com importantes efeitos sobre o consumo de oxigénio e

sobre a taxa metabdlica basal (Oppenheimer et al, 1987).
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A sintese e a secrecdo dos hormonios tiredideos sdo reguladas por
um sistema de retroalimentacdo que envolve o hipotdlamo, a hipdfise e a
glandula tireéide (Shupnik ef al, 1989). No ntdcleo paraventricular do
hipotdlamo € sintetizado o hormodnio liberador de tireotrofina (TRH, do
inglés, thyrotropin releasing hormone); ele é transportado por axdnios
para a eminéncia média e depois para a hipdéfise anterior, via plexo
capilar portal, onde se liga a receptores localizados nos tireotrofos, uma
subpopulacdo de células adenohipofisdarias que secreta tireotrofina (TSH,
do inglés, thyroid stimulating hormone). O TSH € o principal regulador
da glandula tiredide e estimula a sintese e secre¢do dos hormodnios
tiredideos, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3). Ambos, TRH e TSH, séo
regulados negativamente pelos hormdnios tiredideos, principalmente Tj,
gerado localmente a partir do T4. Além disso, a somatostatina e a
dopamina, secretadas pelo hipotdlamo, podem regular negativamente a
secrecdo de TSH (Yen, 2001).

O TSH ¢é o regulador primario da sintese e secrecdo dos HTs. Ele
também desempenha um papel importante no crescimento e
desenvolvimento da glandula tiredide. A ligacdo do TSH ao seu receptor
leva a um aumento nos niveis intracelulares de AMP¢ e conseqiiente
estimulacdo de vias relacionadas a proteina cinase A. Sabe-se que o
aumento de cdlcio citoplasmdtico também ocorre a partir da ativacdao do
receptor de TSH (TSHR), via ativacdo da proteina Gq. Vdrios genes
expressos na tireéide, como o do co-transportador Na*/I" (NIS), o da
tireoglobulina, e o da tireoperoxidase (TPO) sdo estimulados pelo TSH e

viabilizam a sintese dos HTs (Yen, 2001).
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A maior parte da secre¢do de hormodnio tiredideo pela tiredide
ocorre na forma de T4 (Yen, 2001). Em ratos, cerca de 60% da producio
de T3 ocorre em tecidos extratiredideos; jd em humanos, a producdo de
T3 em tecidos extratiredéideos é ainda maior, em torno de 80%. A
desiodag¢do do pr6-hormodnio T4, assim como a de outras iodotironinas é
catalisada pelas enzimas iodotironinas desiodases (Bianco et al, 2002). A
concentracdo sangiiinea de T4 € 40 vezes maior que a de Tj;, estando
aproximadamente 0,03% do T4 e 0,3% do T3 plasmatico na forma livre e
o restante ligado a proteinas carreadoras. E a porc¢do livre que interage
com a célula alvo e promove as respostas bioldgicas (Yen, 2001).

As enzimas iodotironinas desiodases sdo selenoproteinas que
catalisam a monodesiodacdo das iodotironinas, regulando a
disponibilidade do T3, o hormoénio tireéideo metabolicamente ativo. As
isoformas iodotironinas desiodases conhecidas até o momento sdao as do
tipo 1 (D1), do tipo 2 (D2) e do tipo 3 (D3) (Bianco et al, 2002).

A enzima desiodase tipo 1 (D1) através da 5’ -desiodacdo no anel
externo da molécula de T4 é capaz de produzir a maior parte de T3 para a
circulacdo e, através de uma desiodacdo no anel interno da molécula de
T4, promove a sua inativagdo, formando a molécula de rT3; uma
iodotironina sem atividade biolégica. A D1 € uma proteina integral de
membrana, expressa em varios tecidos como figado, rins, tiredide e
hip6fise e € inibida pelo 6-n-propil-2-thiouracil (PTU), (Bianco et al,
2002). A D1 é a tdnica selenodesiodase que age tanto no anel fendlico
(externo) quanto no tirosilico (interno). E bem descrito o aumento na

atividade e/ou expressio de RNAm da D1 induzida por hormdnio
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tireéideo em ratos, camundongos e humanos. Os efeitos transcricionais
positivos sdo mediados por uma regido no DNA chamada elemento
responsivo a hormdnio tiredideo (TRE), onde existe um sitio para ligacio
dos receptores dos HTs (Maia et al, 1995; Bianco et al, 2002).
Dependendo do tecido, outros hormodnios sdao capazes de alterar a
sintese e/ou atividade da D1 como os glicocorticdides, estrogénio,
testosterona, GH e TSH. Fatores nutricionais também sdo importantes na
modulacdo da atividade dessa enzima. O jejum induz diminui¢do na
expressio de RNAm para DI e como a D1 possui selénio em sua
composicdo, uma deficiéncia desse mineral leva a diminui¢do de sua
atividade no figado, mudsculo esquelético e coracdo (Bianco et al, 2002).
A D1 produz a maioria do T3 circulante sob condi¢des metabdlicas
normais e sua expressdao ¢ induzida por hormonio tireéideo e por AMPc
nos tiredcitos (Kohrle, 1999). Muitos fatores regulam a sintese e a
atividade da D1, porém os hormonios tiredideos sdo os reguladores mais
potentes. Aumentos na atividade e/ou RNAm da D1 induzidos por
hormodnio tireéideos sdo descritos em ratos, camundongos ¢ em humanos
(Berry et al, 1991). Apesar da D1 hepédtica ser a principal responsdvel
pela geracdo de T3 para a circulagdo (Kohrle, 1996), a DI tiredidea
torna-se necessdria para a geracdo de T3 para a circulacdo em situagdes
de deficiéncia de iodo e/ou selénio e em condi¢des de hipotireoidismo,
quando o TSH elevado estimula a D1 tireéidea via AMPc ou sob
condi¢des em que a D1 hepdatica estd diminuida (Oertel et al, 1993).

A iodotironina desiodase tipo 2 (D2) é uma selenodesiodase de

anel externo somente, promovendo a conversdao de T4 a T3, rT3 a 3,3’-T,
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e de T3 a 3,5-T, (Bianco e Larsen, 2005). A D2 é expressa no tecido
adiposo marrom (TAM) e em outros tecidos tais como a hipoéfise e o
cérebro de ratos (Berry et al, 1991). No TAM, a D2 é estimulada pelo
sistema nervoso simpético e sua ativag¢do leva ao aumento intracelular de
T3 (Himms-Hagen, 1984; Silva e Larsen, 1983), esse é um dos
mecanismos pelos quais os hormodnios tiredideos aumentam o consumo de
oxigénio e a termogénese em roedores. O TAM ¢é responsdvel pelos
maiores aumentos na producdo de calor em roedores (Sullo et al, 2003).

A enzima desiodase tipo 3 é a terceira isoforma envolvida na
desiodacdo dos HTs. Age principalmente como inativadora do T4 e T3,
fazendo a desiodacdo apenas do anel interno da molécula. Assim,
cataliza, por exemplo, a conversdo de T4 a rT3, T3 a 3,3’-T,, os quais sdo
biologicamente inativos. Presente predominantemente na pele, cérebro e
placenta, também pode ser encontrada em musculo esquelético, figado e
intestino de ratos neonatos (Bianco er al, 2002).

Assim como a D1, a atividade da D3 é estimulada pelo Ts, o que é
observado em pacientes com hipertireoidismo, onde a atividade da D3 no
sistema nervoso central apresenta-se aumentada, fato esse condizente
com a natureza inativadora dessa enzima (Bianco et al, 2002).

O exercicio é uma situagdo de estresse que compromete a
homeostase, devido a isso, o organismo necessita atingir um novo ponto
de equilibrio dinidmico. Por isso, um dos sistemas que podem ser
afetados € o eixo hipotdlamo-hipdfise-tireéide, com a mudanca no padrido
de secrecdo das gliandulas desse eixo e também pela metabolizacio

periférica dos hormonios tiredéideos. Porém, a influéncia do exercicio
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fisico sobre a funcdo tiredidea é controversa e depende da intensidade e
da duragdo do protocolo de exercicio (Mastorakos er al, 2005).

As respostas cronicas e agudas parecem promover efeitos
diferentes e opostos nas concentragdes plasmdticas de hormdnio
tiredideo em ratos, de forma que quando se inicia o exercicio hd uma
fase inicial de aumento de T3 e T4 que desaparece gradualmente ao longo
do tempo (Wirth et al, 1981). Apds um treinamento aerdébio, em que o
indice de massa corporal e tecido adiposo permaneceu inalterado, um
significativo aumento no TSH foi encontrado, enquanto diminuicdo do
TSH foi visto quando individuos foram submetidos ao treinamento de
forca. Isso sugere que o fluxo de energia durante o treinamento intenso,
como o de forca, causa diminui¢cdo no eixo hipotdlamo-hipdfise-tiredide
independente de alteragdes no tecido adiposo e no indice de massa
corporal. Logo, alteragdes no eixo hipotdlamo-hipé6fise-tiredide podem
estar associadas a intensidade do exercicio.

O exercicio fisico ativa o sistema nervoso simpdtico, aumentando
a secrecdo de catecolaminas pelas terminacdes nervosas e pela medula
adrenal. As acdes das catecolaminas sido profundamente influenciadas
pelos hormdnios tiredideos, os quais aumentam o nimero e a afinidade
dos receptores P-adrenérgicos no coracdo e, possivelmente, em outros
tecidos, sendo que os efeitos diretos dos hormdnios tireéideos no
coragdo se assemelham aos da estimulacdo P-adrenérgica (American
College of Sports Medicine, 2003).

O efeito termogénico das catecolaminas no TAM se d4 através das

fibras simpdticas vindas do hipotdlamo, as quais inervam diretamente
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cada célula e agem através da liberagcdo de noradrenalina, que ativa
mecanismos responsdveis pela produgcdo de calor (Nedergaard e
Lindberg, 1979).

A noradrenalina promove a lip6lise e a oxidacdo de dcidos graxos
na mitocondria, aumenta a producdo de ATP como resultado do
bombeamento de prétons pela membrana interna da mitocdndria. A
ativacdo da proteina desacopladora 1 (UCPI1) permite o desaclopamento
entre a sintese de ATP e a cadeia respiratoria, resultando na producéo de
calor (Garlid et al, 1998). Altas concentragdes de T3 sdo necessdrias para
o recrutamento das células do TAM e para a regulacdo positiva da UCP1;
sendo necessdrio que neste tecido o T3 seja gerado localmente pela acdo
da D2 (Silva e Larsen, 1983).

Em humanos e em animais, os estudos mostrando o impacto do
exercicio fisico sobre a funcdo do eixo adenohipé6fise-tiredide sdo
controversos e se utilizam dos mais variados tipos de treinamento
(Michalaki et al, 2001).

No estudo de Refsum e Stromme (1979), T3, T4 e TSH foram
medidos em homens bem-treinados antes, imediatamente apés e nos dias
que se seguiram a uma corrida de 70 km de esqui. Os niveis plasmaéticos
de T4 aumentaram imediatamente apds a corrida, mas diminuiram no dia
seguinte e até 4 dias apds o final da corrida ndo tinham voltado aos
niveis em que se encontravam antes do exercicio. T3 apresentou o mesmo
padrdo. TSH mostrou tendéncia a aumentar imediatamente apds a

corrida, mas teve um aumento de 1,75 vezes no dia seguinte, ndo
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retornando aos valores em que se encontrava antes do exercicio e até 4
dias depois do seu término.

Ainda em humanos, no estudo de Gawel ef al (1979) e de Terjung e
Tipton (1971), ndo houve variacdes nos niveis plasméaticos de TSH
durante e apdés o exercicio submédximo de baixa intensidade. Porém,
Schmid et al (1982) mostraram um incremento continuo nos niveis de
TSH 15 minutos apds terminar a sessdo de exercicio submédximo de longa
duracdo, ao contrdrio do decréscimo nos niveis de TSH observado no
exercicio maximo.

Sullo et al (2003) submeteram ratos a uma sessdo de exercicio
de natacdo até a exaustdo e observaram aumento nos niveis de TSH e
decréscimo nos niveis de Tz e T4 ao fim do exercicio, além de uma
resposta diminuida do TSH ao teste de estimulo com TRH.

Uma conseqiiéncia do efeito do exercicio cronico sobre os
niveis dos hormodnios tiredideos se assemelha ao encontrado na sindrome
do T3 baixo (Michalaki et al, 2001). A sindrome do T3 baixo ocorre
durante doengas agudas graves e ¢é caracterizada por alteracdes nos
niveis de hormdnios tiredideos que refletem uma situacdo de adaptacio
metabdlica. Essa alteragdo se caracteriza por baixos niveis plasmadticos
de T total e aumento dos niveis plasmaticos de Ts reverso (rT3), uma
iodotironina sem atividade bioldgica. Além disso, hd aumento de cortisol
e de citocinas, como a Interleucina 6 (IL-6) e fator o de necrose tumoral
(TNF-a). Muita atencdo tem sido dada para o papel de IL-6 e TNF-a no

desenvolvimento da sindrome, pelos seus efeitos no eixo hipotdlamo-
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hipé6fise-adrenal e especialmente na liberacdo de cortisol (Michalaki et
al, 2001).

O cortisol liberado durante o estresse suprime o e€ixo
adenohipoéfise-tire6ide de muitas maneiras: através da supressdo da
secrecdo de TSH, diminuindo a producdo tiredidea de T3 e T4, além de
diminuir a formacdo de T3 a partir do T4 em tecidos periféricos por inibir
a atividade da D2 e aumentar a producdo de rT;. Portanto, foi sugerido
que o exercicio poderia representar uma condi¢do de estresse na qual
tanto a hipercortisolemia, quanto o estimulo da secre¢do de IL-6
enddgena podem levar a sindrome do T3 baixo (Loucks e Heath, 1994).

Sabe-se que o exercicio fisico influencia o metabolismo
energético, aumentando o gasto energético e a taxa metabdlica basal por
muitas horas apdés o exercicio. Muitos mecanismos adaptativos que
envolvem o sistema enddcrino participam dessas alteragdes (Ciloglu et
al, 2005).

A adaptag¢do é um fendmeno bioldgico que tem grande relevancia
na prética no esporte. O treinamento regular provoca uma série de
estimulos que produzem modificagcdes e adaptagdes estruturais e
funcionais as quais representam a base sobre a qual se constréi uma
maior capacidade de desempenho de atletas (Tourinho Filho, 2001).

As adaptagdes do organismo decorrentes dos processos de
treinamento desportivo podem ser de ordem aguda ou crdnica. As
chamadas adaptagdes (respostas) agudas sdo aquelas que ocorrem durante
e imediatamente apds o exercicio, buscando o retorno a um estado de

equilibrio organico e o atendimento as demandas do estimulo imposto
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pela atividade fisica. J4 as adaptagdes orgdnicas crdnicas sdo efeitos do
treinamento desportivo e correspondem a alteragcdes morfofisioldgicas
derivadas da repeticdo sistemdtica de exercicios. Sdo exemplos de
adaptagdes agudas as elevagdes da freqiiéncia cardiaca, da temperatura
corporal, do volume sistélico, da freqii€ncia e do volume respiratdrios.
Por sua vez, como exemplo de adaptagcdes crdnicas podemos citar:
hipertrofia muscular, bradicardia de repouso e elevacdo da poténcia
aerobia (Tourinho Filho, 2001).

Segundo Lehmann er al (2000), as respostas hormonais agudas ao
exercicio estdo principalmente relacionadas a regulacdo metabdlica e

estdo ligadas a homeostase da glicose na célula muscular e ao balanco de

triglicerideos no tecido adiposo.

1.1.7- TIREOIDE E ESTROGENIO

Ha vérios estudos a respeito da influéncia dos esteréides gonadais
femininos sobre a func¢do tiredidea, visto que doencgas tiredideas sdo bem
mais freqiientes em mulheres do que em homens (Wilber, 1995).
Entretanto, os dados acerca da influéncia dos esteréides gonadais sobre a
funcdo tiredidea ainda sdo controversos.

Estrogénio e hormodnio tireéideo sdo conhecidos por seus efeitos na
reproducdo e crescimento de mamiferos. Sdo moléculas que se ligam a
receptores intracelulares: o receptor de estrogénio (ER) e o receptor de
hormonio tireéideo (TR). Esses receptores nucleares sdo ativados por

ligantes e regulam a transcricdo de genes alvos. O cérebro é um
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importante alvo de acdo para ambos. Na hipo6fise, o estrogénio via ER
exerce controle central neuroenddcrino sobre a produgdo de
gonadrotofinas, controlando assim a reproduc¢do (Fujimoto et al, 1994).

Embora o TR tenha uma alta afinidade pelo elemento responsivo
ao hormonio tiredideo (TRE), o receptor de estrogénio pode interferir na
transcricdo dependente de hormodnio tiredideo. Da mesma forma, TR
também € capaz de interagir com o elemento responsivo ao estrogénio
(ERE) (Scott et al. 1997).

No estudo de Dellovade er al (1996) o aumento de T3 plasmatico
afetou o comportamento reprodutor feminino. Eles observaram que
interacdes moleculares entre TRs e ERs sdo suficientes para mediar
efeitos no comportamento reprodutor controlado pelo estrogénio. Nesse
estudo, ratas ovariectomizadas tratadas com altas doses de T3
apresentaram niveis significativamente maiores de rejeicdo aos machos
em resposta ao benzoato de estradiol (Eb) comparadas com as ratas
ovariectomizadas tratadas somente com benzoato de estradiol. Isso
sugere que o T3 pode interferir no comportamento sexual que seria
dependente de estrogénio através da interagcdo entre TR e ER no
hipotdlamo (Dellovade et al,1996).

Em condicdes de hipotireoidismo, a concentracio de ER diminui
na hipo6fise de ratos, enquanto no hipertireoidismo a concentracio
aumenta (André et al, 1982). A estimulacido da mitose no epitélio uterino
pelo estrogénio estd reduzida em ratos hipotiredideos (Franklyn et al,

1994). Por outro lado, mulheres com aumento de hormdnio tiredideo

36



apresentam alteragdes no ciclo menstrual e diminuicdo da fertilidade

(McKenzie, 1995).

1.1.8- TIREOIDE E CASTRACAO

A prevaléncia de disfun¢des tiredideas é maior em mulheres do que
em homens. Essas alteracdes aparecem ao mesmo tempo em que se
alteram os niveis dos esterdides sexuais, em particular durante a
puberdade, na gravidez e no periodo da menopausa. Devido a esses
aspectos clinicos, varios estudos experimentais com ratos tém visto a
influéncia dos hormdnios sexuais na func¢io tiredidea, mas a natureza e
significincia dessa influéncia ainda ndo sdo bem estabelecidas (Donda et
al, 1990).

Alguns estudos procuraram examinar os efeitos da ovariectomia e
do tratamento com estradiol na funcido do eixo hip6fise — tiredide (Sosic-
Jurjevic, 2006; Bottner e Wuttke, 2005, Lisbda et al, 2001).

A presencga das duas isoformas de receptores de estrogénio ja foi
demonstrada na tiredide (Kawabata er al, 2003). Em humanos, detectou-
se, a presenca de RNAm e proteina do receptor de estrogénio (ER) em
tecidos tiredideos neopldsicos e, em menor escala, em tecidos tiredideos
normais (Yane et al, 1994). Além disso, foi demonstrada a presenca de
ER em tumores tiredideos de ratos (Hiasa et al, 1993).

Assim, o estrogénio poderia, in vivo, modular diretamente a
expressido de genes que codificam proteinas essenciais para a biossintese

dos hormoénios tiredideos. No entanto, a acdo do estrogénio pode variar
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segundo a dose, o tipo de receptor e ainda segundo o nimero de seus
receptores no tecido. Em ratas castradas e tratadas com benzoato de
estradiol, observou-se aumento do nimero de receptores de estrogénio no
utero (Tsai et al, 1998).

No estudo de Lima et al (2006) foi observado aumento da captacio
tiredidea apds 15 minutos de administragdo de radioiodo e no conteddo
tiredideo apds 2 horas da administra¢cdo deste radiofarmaco, bem como
da atividade da TPO com administracdo de doses altas de estrogénio
(14ng/100g de peso corporal). Os autores atribuiram a isso uma possivel
up-regulation dos ERs na tiredide de ratas ovariectomizadas tratadas
com estrogénio. Embora ndo haja qualquer referéncia sobre a regulacido
de receptores de estrogénio na tiredide, estes resultados sugerem a
possibilidade de ter havido aumento da acdo do estrogénio na tiredide
apdés a ovariectomia. Apesar desses resultados, ndo houve diferencas na
concentrag¢do sérica de Ty total entre os grupos de ratas Ovx tratadas ou
nao com Eb por 10 dias (Lima et al, 2006).

No estudo de Sosic-Jurjevic (2006) nenhuma diferenca
significativa foi encontrada nos niveis séricos de TSH e T4 30 dias apés
ovariectomia, bem como no grupo tratado com doses fisioldogicas de
estradiol. Porém, a concentracdo sérica total de T4 diminuiu 21% nos
animais tratados com doses fisiolégicas de estradiol comparado ao grupo
ovariectomizado.

No estudo de Marassi et al (2007), 21 dias de ovariectomia néo

alterou o TSH e o T4 séricos, mas houve uma diminui¢do significativa no
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T3 plasméatico. Foi observado por Lima et al (2006) o mesmo perfil
hormonal em ratas 21 dias apds ovariectomia.

Quando a reposicdo com estradiol nas doses de 0,7 e 14 png/100g
de peso corporal foi feita, os niveis plasmdaticos de TSH ndo se
alteraram, os niveis de T3 se normalizaram e os de T4 diminuiram
(Marassi et al, 2007). No estudo de Lima et al (2006) doses fisiolégicas
e suprafisiolégicas de 0,7 e 14 png/100g de peso corporal,
respectivamente, ndo alteraram o T4 e o TSH séricos, porém restauraram
os niveis plasmaticos de Ts.

Com relagdo a metabolizacdo periférica dos hormodnios tiredideos,
no estudo de Marassi et al (2007), a ovariectomia ndo alterou a atividade
da D1 renal, hepética, tiredidea e hipofisaria. O tratamento com estradiol
nas doses de 0,7 e 14 pg/100g de peso corporal, aumentou a atividade da
D1 hepatica, renal (altas doses) e tiredidea (ambas as doses), somente a
D1 hipofisédria ndo sofreu alteracdes com ambas as doses.

Logo, segundo Marassi et al (2007), a ovariectomia parece ndo
promover qualquer mudanca significativa na D1 hepédtica, renal, tiredidea
e hipofisdria das fémeas e o estrogénio parece modular positivamente a
atividade da D1 hepdtica, renal e tire6idea. Estes autores propuseram que
o aumento da DI tireéidea pelo estrogénio possa ter contribuido para o
aumento da relagdo sérica de Ts/ Ty.

A ovariectomia de 14 dias ou a administracdo de E2 ndo alteraram
a atividade da D1 no figado de ratas (Miyashita et al. 1995). Lisbda et al
(2001) mostraram que 21 dias de ovariectomia diminuiu a D1 hepadtica.

Porém, no estudo de Lisbda et al (1997) 21 dias de ovariectomia
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diminuiu a D1 hipofisdria e o tratamento com estradiol na dose de 0,7
Lg/100g de peso corporal foi capaz de reverter essa atividade ao nivel
dos animais controle e altas doses de Eb (14 ng/100g de peso corporal)

aumentou significativamente a D1 tiredidea que se encontrava normal.

1.1.9- EXERCICIO FISICO E CASTRACAO

Com relagdo aos efeitos do estrogénio sobre o gasto energético,
acredita-se que esse esterdide seja capaz de regular a expressdo de
proteinas desacopladoras da mitocdndria (UCPs) nos tecidos adiposo
branco e marrom. Ratas ovariectomizadas apresentam reducdo na
expressdo de UCP1 no tecido adiposo marrom, entretanto, a expressdo de
UCP2 e UCP3 nédo se altera com a diminui¢do de estrogénio (Pedersen et
al, 2001).

Contudo, observa-se reducdo na expressio de UCP2 no tecido
adiposo branco de ratas ovariectomizadas. A reducdo na expressdo das
UCPs 1 e 2 nestes diferentes tipos de tecidos poderia ser um dos fatores
responsaveis pelo decréscimo no gasto energético e conseqiiente aumento
da massa corporal em ratas ovariectomizadas (Pederson et al, 2001).

Ha dimorfismo sexual em relagcdo ao nivel de atividade fisica em
animais (Tou e Wade, 2002), pois estudos com roedores sugerem que as
fémeas sdo mais ativas que os machos (Joseph et al, 1978, Tropp et al,
2001).

Uma das hipoteses para esse dimorfismo sexual sdo os altos niveis

de estrogénio observados nas fémeas, j4 que o papel do estrogénio na
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regulacdo da atividade fisica pode ser observado através de mudancgas
hormonais que acompanham o ciclo estral de ratas. Durante a fase do
proestro, em que os niveis plasmaticos de estrogénio estdo elevados, héa
aumento na atividade fisica. Por outro lado, na fase do diestro, quando
os niveis de estrogénio estdo baixos, ocorre diminui¢do na atividade
fisica das ratas (Colvin e Sawyer, 1969).

Estudos com ratas ovariectomizadas também reforcam a
importancia do estrogénio na regulacdo da atividade fisica. Ratas
ovariectomizadas tiveram uma diminui¢do da atividade voluntdria de
corrida. Porém, quando tratadas com doses fisiolégicas de estrogénio
esses animais recuperavam o nivel de atividade fisica que tinham antes
da ovariectomia (Colvin e Sawyer, 1969).

Colvin e Sawyer (1969) observaram que durante o proestro,
quando os niveis de estrogénio sdo mais altos, hd diminui¢do da ingestdo
alimentar resultando em perda de peso; esta reducdo na massa corporal
pode ser um mecanismo responsdvel pelo aumento da atividade fisica
durante esta fase do ciclo estral.

Por outro lado, o ganho de massa corporal parece regular a
atividade fisica. Shimomura et al (1990) mostraram que ndo houve
mudancas na ingestdo alimentar de ratas ovariectomizadas que
apresentaram aumento de massa corporal e diminui¢cdo da atividade
quando comparadas as do grupo controle. Assim, o ganho de massa
corporal poderia ser causado pela redugdo do gasto energético e pelo

decréscimo gradual na atividade locomotora de ratas ovariectomizadas.
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No estudo de Richard et al (1987), eles procuraram ver as
possiveis interacdes entre exercicio fisico e hormdnios ovarianos no
balanco energético de ratas ovariectomizadas. Os resultados obtidos
mostraram que o exercicio crdonico em esteira rolante por 5 semanas
reduziu o ganho em massa gorda. Neste mesmo estudo, houve aumento da
ingestdo alimentar, que foi revertido pelo tratamento com estradiol. E
provavel que o ganho de peso se deva ao aumento da ingestdo, ja que a
termogénese no TAM nas ratas tratadas ou ndo com estrogénio nido se
alterou apds o exercicio crdnico.

No estudo de Latour er al (2001), o exercicio regular em esteira
rolante durante 8 semanas ndo reduziu o ganho de massa corporal ou a
ingestdo alimentar nas ratas ovariectomizadas e intactas tratadas ou ndo
com estrogénio, porém, isso ndo significa que a composi¢do corporal ndo
tenha sido alterada com o treinamento.

Ao contrario, o estudo de Melton et al (2000), mostrou que o
treinamento de natacdo durante 8 semanas impediu o ganho de massa
corporal apds ovariectomia, apesar do aumento da ingestdo alimentar.

Sabemos que a ovariectomia e o exercicio fisico sdo conhecidos
por terem efeitos opostos sobre o balanco energético, que o balanco
energético pode ser regulado alterando-se a ingestio ou modificando
aspectos no gasto energético e que a funcido tiredidea se altera a curto
prazo apds castracdo. Além disso, poucos estudos mostram a influéncia
da castracdo e do exercicio fisico sobre a funcdo tiredidea e o ganho de

massa corporal.
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1.1.10- OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a influéncia do treinamento fisico sobre o ganho de massa

corporal e funcdo tiredidea de ratas ovariectomizadas.

1.1.11- OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Analisar o ganho de massa corporal e a ingestdo alimentar durante
9 semanas de ovariectomia, em ratas sedentdrias ou treinadas por 8

s€émanas;

- Avaliar a composi¢do corporal (conteido de proteinas e lipidios)

e a massa de diversos 6rgdos ao término do periodo experimental;

- Avaliar a funcdo tireéidea e a metabolizacdo periférica dos

hormdnios da tiredide através da medida das atividades desiodases tipos

le 2.
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2- MATERIAIS E METODOS

2.1 - ANIMAIS

Ratas Wistar jovens, de 2 meses, pesando em média 200g,
foram mantidas em condi¢des controladas de temperatura (24 £ 1°C) e
ciclos controlados de claro-escuro invertidos (12h:12h) com luz acesa as
19h. Os animais permaneceram em gaiolas coletivas, num mdaximo de 5
animais por gaiola, divididas em quatro grupos diferentes. Todos os
experimentos foram realizados de acordo com os padrdes de cuidados
com 0s animais, definidos pelo comité institucional

(www.biof.ufrj.br/cauap.doc). Todos os animais tiveram dgua e racdo

oferecidos ad libitum.

2.2 - CITOLOGIA VAGINAL

Realizamos a citologia vaginal dos animais a fim de selecionarmos
os que apresentassem ciclo estral regular de 4 a 5 dias. Um grupo de
ratas fizeram parte do grupo falso-operado e as demais foram
ovariectomizadas.

Para observar as variacdes ciclicas que ocorrem durante o ciclo
estral, a citologia vaginal foi realizada através de esfregaco com NaCl
0,9%, por um periodo de 2 semanas em todos os animais. Somente foram
incluidas no grupo controle as ratas que apresentavam ciclo estral

regular de 4 a 5 dias.
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2.3- OVARIECTOMIA

Realizamos a castracdo das ratas sob anestesia com Xilazina (5
mg/kg) e Cetamina (50 mg/kg) intraperitoneal, fazendo remocao bilateral
dos ovdrios. Os animais do grupo controle sofreram estresse cirdrgico
(anestesia, corte e sutura).

Apdés uma semana de recuperacdo da cirurgia, os animais foram
subdivididos em quatro grupos experimentais diferentes. Os animais do

grupo treinado foram escolhidos aleatoriamente:

» Ratas sedentdrias ndo ovariectomizadas (CS), n =16
» Ratas sedentarias ovariectomizadas (OS), n = 18
» Ratas treinadas ndo ovariectomizadas (CT), n = 15
» Ratas treinadas ovariectomizadas (OT), n = 17
O porcentual de perda de animais devido a complica¢des cirdrgicas

foi de 11%.

2.4 - CONTROLE DA MASSA CORPORAL (MC)

A massa corporal destes animais foi monitorada a cada 2 dias,

utilizando-se uma balan¢a digital com variacdo de duas casas decimais

(precisdo de centigramas) da marca Precision até o fim do treinamento

de 8 semanas.
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2.5- TREINAMENTO

Durante 8 semanas, as ratas foram submetidas ao treinamento de
natagdo, segundo protocolo adaptado de Melton et al (2000).

As ratas nadavam em dois galdes de pléastico de 100 litros (50 cm
de didmetro e profundidade da dgua de aproximadamente 60 cm), com o
méaximo de 4 animais em cada galdo. A temperatura da 4gua era mantida
entre 31 e 34° C (temperatura termoneutra como descrito por Mc Ardle
(1967).

O protocolo de treinamento (Figura 4) consistia em 4 semanas de
adaptacdo e 4 semanas de treinamento. A freqiiéncia do treino era de 5
vezes/semana (de segunda a sexta-feira) na parte da manhd. Os animais
nadavam durante 5 minutos no primeiro dia e a cada dia a duracdo do
treino aumentava em 5 minutos até atingir 40 minutos na segunda
semana, essa duracdo foi mantida até o final da terceira semana. Na
quarta semana a duracdo voltava a sofrer incremento de 5 minutos até
alcancar 75 minutos, como permaneceu até o final das 8 semanas. As
ratas nadavam livremente e eram constantemente supervisionadas durante
o periodo de treinamento, que acontecia sem incremento de carga
adicional. O consumo de oxigénio de ratas que nadam sem peso adicional
foi avaliado por Mc Ardle (1967) como sendo de 2 a 7 vezes maior que o
consumo de oxigénio em estado de repouso, o que € considerado um
exercicio de intensidade moderada (Baker e Horvath, 1964). Apds cada
sessdo de treinamento os animais eram enxugados com uma toalha e

colocados de volta em suas respectivas gaiolas.
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segunda terca quarta quinta sexta
semana 1 5' 10' 15' 20' 25'
semana 2 30' 35' 40' 40' 40'
semana 3 40' 40' 40' 40' 40'
semana 4 45' 50' 55' 60' 60'
semana 5 65' 70 75' 75' 75'
semana 6 75 75' 75' 75' 75'
semana 7 75 75' 75' 75' 75'
semana 8 75' 75' 75' 75' 75'

Figura 4 — Protocolo de treinamento.

2.6 - SACRIFICIO DOS ANIMAIS

oitava semana de treinamento, um dia apds

obtencdo do sangue e dos tecidos estudados.

a ultima sessao,

2.7- COLETA DE SANGUE E EXCISAO DOS TECIDOS

Os animais foram sacrificados através de decapitacdo, ao final da

para

O sangue foi coletado e centrifugado (1000g) para obtencdo do

soro que foi armazenado a - 20°C até o momento da dosagem das

concentragdes séricas de TSH, Ts, T4, através de radioimunoensaio (RIE)

especifico.

Foram excisadas amostras de figado e rim e a tiredide, a hipdfise e

o tecido adiposo marrom (TAM) que a seguir foram armazenados a -70°C

para posterior dosagem da atividade das enzimas desiodases tipo 1 ou 2,
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dependendo do tecido. O TAM, a hipé6fise e a tiredide de cada animal
foram pesados antes do armazenamento.

Subseqiiente a excisdo dos tecidos, retiramos o tecido adiposo
presente na cavidade retroperitoneal, além da gordura inguinal e pélvica.
Todas elas foram pesadas e relacionadas com o peso corporal do animal

no dia do sacrificio.

2.8- RADIOIMUNOENSAIO (RIE)

2.8.1- TSH

As medidas de TSH foram realizadas por RIE especifico, através
de um kit fornecido pelo National Institute of Diabetes, Digestive and
Kidney Diseases (NIDDK - Bethesda, EUA), expressos em termos da
preparacdo de referéncia 2 (RP — 2). Este Kit € composto por TSH
murino purificado para preparagio dos padrdes utilizados para a
construgcdo da curva-padriao (0,625 a 25 ng/ml), TSH murino purificado

para ser iodado e anticorpo de coelho anti-TSH murino (1° anticorpo).

A iodacdo da molécula do TSH com 121 foi feita em nosso
laboratério, pelo método da cloramina T e a molécula marcada foi
purificada em uma coluna (Biogel — P60 fino da Bio-rad, EUA). O RIE
foi realizado pelo método do 2° anticorpo, com adicdo de 6% de
polietilenoglicol (Ortiga-Carvalho, 1996). Os resultados foram expressos

em ng/ mL.
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2.8.2- Tz3e T4 TOTAIS

As concentracdes séricas de T3 e T4 foram determinadas através de
Kit comercial para RIE de Tz (MP Biomedicals, Diagnostic Division,
New York, USA) e T4 (MP Biomedicals, Diagnostic Division, New York,
USA) totais, contendo anticorpos especificos aderidos a parede dos tubos
de polipropileno e com T; e T4 marcados com radioiodo ('*°I). As
curvas-padrido foram realizadas conforme instru¢cdes dos kits, com Tz e
T4 diluidos em soro humano livre de iodotironinas (soro zero) nas
concentragdes de (50 a 800 ng/dl) e (1 a 50 pg/dl), respectivamente.
Todo o procedimento foi realizado seguindo-se as recomendacdes do

fornecedor.

2.9- ATIVIDADE DAS IODOTIRONINAS DESIODASES TIPO 1 E

TIPO 11

Para avaliar a atividade da enzima D1 utilizamos as técnicas
desenvolvidas por Berry et al (1991), e posteriormente adaptadas em
nosso laboratério de acordo com o protocolo de Larsen e Bianco obtido

através de comunicacio pessoal.

Para avaliar a atividade da enzima D2 utilizamos as técnicas
desenvolvidas por Salvatore et al (1996), igualmente adaptadas em nosso
laboratério, de acordo com Larsen e Bianco. Para tanto seguimos as

etapas descritas abaixo:

49



2.9.1- PROCESSAMENTO DOS TECIDOS

Para a mensuracdo da atividade da D1, as amostras de figado, e
rim, foram pesadas e homogeneizadas em tampdo fosfato (100mM)
sucrose-DTT (0,25 M de sucrose e 10 mM de DTT) (25 mg de tecido em
ImL). Para as amostras de tireéide e hip6fise, cada glandula foi
processada em 500Ul do tampdo acima. Para a mensuracgdo da atividade
da D2 foram pesados 40 mg de TAM para 1 mL de tampdo e 1 glandula
hip6fise para 5S00uL de tampdo. Os tecidos foram homogeneizados no
homogeneizador Ultra-Turrax T25 (Ika-Labortechnik) até suficiente
dissociacdo tecidual, apds essa etapa foram colocados em tubos
eppendorf e congelados no freezer -70°C até o dia do ensaio. Aliquotas
de 20puL dos homogenados foram guardadas separadamente no freezer -

20°C para dosagem de proteinas pelo método de Bradford (1976).

2.9.2- PURIFICACAO DO rT;3-1'*® e T,-1'**

Devido & ocorréncia de desiodacdo das iodotironinas marcadas
mesmo sem a presenca da enzima, antes do experimento de dosagem das
atividades D1 e D2 foi necessdrio purificar o tragador radioativo para
termos a certeza de que todo iodo radioativo presente apds a reacido
enzimatica advinha da acdo da enzima. Para isso, utilizamos uma coluna

de Sephadex L20 (Amersham Biosciences) (4 mL de H,O/ g de gel seco)

através da qual filtramos uma aliquota de 70uL do rTs para o ensaio de
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atividade da D1 ou T4 marcado para atividade da D2 (PerkinElmer Life
and Analytical Sciences) diluida em 12mL de H,O Millig. O eluato foi
desprezado, pois o rTs3 ou o T4 radioativo que eram os compostos de
interesse, ficam retidos na trama da coluna. Apds essa etapa, a coluna foi
lavada com 6mL de H,O Milliq, e apds escorrer todo o liquido, foram
adicionados 500uL de etanol 70% por nove vezes. O eluato de etanol
70% com as iodotironinas de interesse foi colhido em nove tubos de
vidro, de onde SpuL foram retirados para contagem da radioatividade no
contador gama automadtico (Wizard 1470), com o intuito de determinar a

quantidade de rT3 ou T4 radioativo presente em cada tubo.

2.9.3- ENSAIO DE ATIVIDADE D1

Para a dosagem da atividade da D1 foram adicionados a tubos
eppendorf nessa ordem: tampdo PE (100mM fosfato de sédio, 1mM
EDTA, pH 6,9) em volume calculado para um volume total de reacdo de
300uL, dithiotreitol (DTT) 10 mM (que é um cofator da enzima), rTs frio
(ndo radioativo) 1uM, e por ultimo foi adicionado o homogenado do
tecido num volume que foi calculado para obtermos uma quantidade de
proteina de 30ug para figado, rim, e tiredide, e 150ng para hipofise. As
dosagens das concentracdes de proteinas dos homogenados, pelo método
de Bradford (1976), foram feitas apdés incubacdo da amostra por 30
minutos com NaOH 1:1. Apds adi¢do dessas substdncias, a reacdo foi

Il25

iniciada com a colocag¢do de 5S0uL do rTs- em todos os tubos, e
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posterior incubacdo por uma hora a 37°C. Decorrido o tempo de
incubac¢do, os tubos foram colocados no gelo para parar a reagido, e foi
entdo adicionado 200uL de soro fetal bovino (Cultilab, BR) e 100uL de
dcido tri-cloro acético(TCA) 50% para a precipitacdo das proteinas. Em
seguida, os tubos foram agitados vigorosamente no vortex por 2 minutos
e entdo centrifugados a 8.000g por 3 minutos. Apds a centrifugacio,
transferimos 360puL do sobrenadante de cada tubo para tubos de
polipropileno e medimos a emissdo de particulas Yy no aparelho Wizard
contador gama. A atividade da enzima foi expressa em pmoles de T3/

min~'/ mg™' de proteina.

2.9.4- ENSAIO DE ATIVIDADE D2

Para a dosagem da atividade da D2, foram adicionados a tubos
eppendorf nessa ordem: tampdo PE (100mM fosfato de sédio, 1mM
EDTA, pH 6,9) em volume calculado para um volume total de reacdo de
300uL, dithiotreitol (DTT) 20 mM (que é um cofator da enzima), T4 frio
InM, PTU 10 mM (para inibi¢do da D1) e por ultimo foi adicionado o
homogenado do tecido num volume que foi calculado para obtermos uma
quantidade de proteina de 150 pug para TAM e 50 pg para hipéfise. As
dosagens da concentragdo de proteina dos homogenados, pelo método de
Bradford (1976), foram feitas apds incubacdo da amostra por 30 minutos
com NaOH 1:1. Apds adicdo dessas substincias, a reacdo foi iniciada

Il25

com a colocacdao de 100uL do Tyu- em todos os tubos, e posterior
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incubacdo a 37°C por 2 horas para BAT e 3 horas para hipéfise.
Decorrido o tempo de incubacio, os tubos foram colocados no gelo para
parar a reacdo, e foi entdo adicionado 200uL de soro fetal bovino
(Cultilab, BR) e 100uL de dacido tri-cloro acético (TCA) 50% para a
precipitagdo das proteinas. Em seguida, os tubos foram agitados
vigorosamente no vortex por 2 minutos e entdo centrifugados a 8.000g
por 3 minutos. Apds a centrifugacdo, transferimos 360ul do
sobrenadante de cada tubo para tubos de polipropileno e medimos a
emissdo de particulas y no aparelho Wizard. A atividade da enzima foi

expressa em fmoles de T4/ min"'/ mg™' de proteina.

2.10-COMPOSICAO CORPORAL PELO METODO DA CARCACA

A avaliagdo da composicdo corporal foi realizada através de
método previamente descrito por Leshner et al (1972). Apds serem
autoclavadas (120°C) durante 1 hora, as carcacas foram processadas com
a adicdo de dgua de 1:1 em relagdo ao peso corporal em liquidificador
industrial, as amostras obtidas foram entdo armazenadas em tubos falcon

de 15 mL e estocadas em freezer -20°C para posterior dosagem.
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2.10.1- GORDURA CORPORAL

Determinado pelo método descrito por Stanbie et al (1976) e
adaptado em nosso laboratério. Pesamos 2g do homogenado de rato que
foram incubados com 3 ml de KOH 30% a 70°C por 15 minutos. Apds a
incubacdo, foram adicionados 3 mL de etanol absoluto, os tubos foram
agitados levemente e incubados em banho-maria por 2 horas a 70°C.
Apds o esfriamento da amostra, foram adicionados 2,5 mL de 4cido
sulfurico 6 M e a amostra foi entdo agitada no vortex. Em seguida, foram
adicionados 8 mL de éter de petr6leo, com posterior agitacdo durante 10
minutos. As amostras foram centrifugadas a temperatura ambiente até a
velocidade chegar em 500g. Apds a centrifugacido, o sobrenadante foi
guardado em um tubo falcon e ao pellet foram adicionados mais 6 mL de
éter de petrdleo, com posterior incubacido com agitacdo a temperatura
ambiente por 10 minutos, seguida de nova centrifugacdo até 500g. O
sobrenadante foi entdo adicionado ao sobrenadante inicial e ao pellet
foram adicionados mais 4 mL de éter de petrdleo, seguindo as mesmas
etapas anteriormente descritas. Ao final dessas etapas, ao tubo onde
foram colocados os sobrenadantes foram adicionados 2 mL de dgua Milli
Q, que foi agitado manualmente com vigor. Os tubos foram entdo
colocados em estantes para a separacdo de 2 fases. A fase inferior foi
entdo aspirada com pipeta Pasteur e desprezada. O tubo com a amostra
obtida foi colocado sem tampa em capela até a evaporagdo total. Apds
evaporag¢do, o tubo foi pesado e o peso inicial do tubo (tubo limpo sem

amostra) foi subtraido do peso final (tubo com amostra) para a obtencéo
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da quantidade de gordura referente as 2g de amostra utilizadas. Os

resultados foram expressos como g de gordura/ 100g carcaca.

2.10.2- PROTEINA CORPORAL

Foi pesado 1g do homogenado de rato, o qual foi incubado por 1
hora a 37°C com 10 mL de KOH 0,6N, seguida de 15 minutos de agitacdo
continua. A amostra foi entdo centrifugada por 10 minutos a 1000g e
congelada em freezer -20°C para posterior dosagem. A concentracido de
proteina das amostras foi realizada através do método de Lowry et al
(1951) e os resultados foram expressos como mg de proteinas por 100 g

de carcaca.

2.11 - ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como média * erro padrdao da
média. Foram realizados quatro experimentos diferentes, com o minimo
de 3 animais por grupo em cada experimento. Houve pequena perda de
animais ao longo dos experimentos.

A analise estatistica utilizada na comparagdo dos resultados
apresentados foi realizada com a utilizagdo do programa de computador

de estatistica Graphpad Prism (versdo 4, Graphpad Software, inc., San
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Diego, USA). As diferencas foram consideradas significativas quando P<

0,05.

Para a andlise estatistica dos resultados de composi¢cdo e massa
corporais, concentragcdes séricas de T3, T4 e a atividade da enzima DI e
D2 dos grupos experimentais empregamos a andlise de varidncia
(ANOVA) bivariada com Bonferroni.

Os niveis séricos de TSH foram avaliados através da andlise de
varidncia de Kruskal-Wallis, seguida pelo teste de comparacdo multipla

de Dunn.
3- RESULTADOS
3.1- MASSA CORPORAL, INGESTAO E EFICIENCIA ALIMENTAR

O ganho de massa corporal dos animais encontra-se na figura 5. As
ratas ovariectomizadas sedentdrias (OS) e treinadas (OT) tiveram um

aumento significativo de massa corporal comparadas aos grupos

controles (CS e CT).

*k*x

1 00' *%k

oT

ganho de mc (variacao de mc)
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Figura 5- Efeito do exercicio e ovariectomia sobre o ganho de massa corporal (mc). Controle
sedentaria (CS, n= 16); controle treinada (CT, n=14); ovariectomizada sedentiria (OS, n=10);
ovariectomizada treinada (OT, n=10). Os valores sdo média £ EPM ** p<0,01 vs CS e CT e ** p<0,001
vs CS e CT, n= ndmero de ratos.

A figura 6 mostra a ingestdo alimentar por semana de cada animal,
indicando que houve aumento significativo da ingestdo em ambos os

grupos castrados (OS e OT) em relagdo aos grupos controles (CS e CT).

150- * ok

100+

50+

Ingestao semanal (g) /animal

Cs CT (0] oT

Figura 6— Ingestdo alimentar semanal de cada animal. Controle sedentdria (CS, n= 16);
controle treinada (CT, n=14); ovariectomizada sedentaria (OS, n=10); ovariectomizada treinada (OT,
n=10). Os valores sdo média £ EPM * p<0,05 vs CS e CT e *** p<0,001 vs CS e CT; n= niimero de
ratos.

A figura 7 indica a eficiéncia alimentar destes animais, calculada
com base na variagdo de massa corporal para cada 100g de ragdo ingerida
(Sanchez-Mateos et al, 2007) mostrando que ambos os grupos castrados
(OS e OT) apresentaram uma efici€éncia alimentar significativamente

maior que os grupos controles (CS e CT)
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ganho de m.c. /100g de racao ingerida

Figura 7- Eficiéncia alimentar. Controle sedentdria (CS, n= 16); controle treinada (CT, n=14);
ovariectomizada sedentdria (OS, n=10); ovariectomizada treinada (OT, n=10). Os valores sdo média *
EPM * p<0,5 vs CS e CT e **p<0,01 vs CS e CT; n= nimero de ratos.

3.2- COMPOSICAO CORPORAL

3.2.1- CARCACA

Podemos observar a composi¢do corporal em relacdo ao conteudo
protéico e de gordura da carcaca nas figuras 8 e 9, respectivamente.

Em relacdo a quantidade de proteina (Fig.8), ndo houve alteracgao
significativa. Porém, a gordura da carcaga (Fig.9) aumentou
significativamente no grupo castrado sedentdrio (OS) em relagdo aos
controles (CS e CT), o treinamento no grupo castrado (OT) impediu o

este aumento.
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Proteina

Cs CT (O] oT

g de proteina/100g de carcaca

Figura 8- Contetdo protéico da carcaca expresso como g de proteina / 100 g de peso da carcaca.
Controle sedentaria (CS, n= 7); controle treinada (CT, n=7); ovariectomizada sedentaria (OS, n=9);
ovariectomizada treinada (OT, n=7). Os valores sdao média = EPM; n = nimero de ratos.

Cs CT (O] oT

Gordura

g de gordura / 100g carcaca

Figura 9- Percentual de gordura subcutinea expresso como g de gordura / 100g de carcaca.
Controle sedentaria (CS, n= 7); controle treinada (CT, n=7); ovariectomizada sedentaria (OS, n=9);
ovariectomizada treinada (OT, n=7). Os valores sdo média £ EPM * p<0,05 vs CS, CT e OT; n = nimero
de ratos.
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3.2.2- COMPARTIMENTOS DE GORDURA

A andlise dos pesos relativos dos 3 compartimentos de tecido
adiposo (retroperitoneal, pélvico e inguinal) dos animais € mostrada nas
figuras 10, 11 e 12, respectivamente.

A figura 10 mostra que houve diminuicdo significativa do peso
relativo da gordura retroperitoneal no grupo controle que treinou (CT)

em relacdo ao grupo controle sedentdrio (CS).

Gordura Retroperitoneal

N
]

g de gordura/ 100g de mc

o
I

Cs CT (O] oT

Figura 10- Peso relativo da gordura retroperitoneal expresso como peso do tecido (g)/ 100 g de
massa corporal. Controle sedentdria (CS, n= 12); controle treinada (CT, n=10); ovariectomizada treinada
(OS, n=13); ovariectomizada treinada (OT, n=10). Os valores sdo média + EPM * p<0,05 vs CS; n =
numero de ratos.

Na figura 11 observamos que o treinamento no grupo castrado
(OT) impediu o aumento da gordura pélvica provocado pela castragdo

(0S).
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Gordura Pélvica
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Figura 11- Peso relativo da gordura pélvica expresso como peso do tecido (g)/ 100 g de massa
corporal. Controle sedentdria (CS, n= 12); controle treinada (CT, n=10); ovariectomizada sedentdria (OS,
n=13); ovariectomizada treinada (OT, n=10). Os valores sdo média £ EPM * p<0,05 vs OT; n = nimero
de ratos.

Na figura 12 observamos um aumento significativo na gordura
inguinal do grupo castrado sedentdrio (OS) em relacdo aos demais

grupos.

Gordura Inguinal
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Figura 12- Peso relativo da gordura inguinal expresso como peso do tecido (g)/ 100 g de massa
corporal. Controle sedentaria (CS, n= 12); controle treinada (CT, n=10); ovariectomizada sedentaria (OS,
n=13); ovariectomizada treinada (OT, n=10).0s valores sdo média = EPM * p<0,05 vs CS, CT e OT; n =
numero de ratos.
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3.3- PESO DOS TECIDOS

3.3.1- PESO DO UTERO

As ratas ovariectomizadas (OS e OT) apresentaram reducdo
significativa do peso absoluto (Figura 13) e do peso relativo (Figura 14)

do utero em relacdo aos outros dois grupos (CS e CT).

0.7

0.6-
D 0.5
S 0.4
3 0.34
0.2
0.1+
0.0-

ter

*k%k *k%k

peso

Cs CT (0] oT

Figura 13— Peso absoluto do ttero expresso em g. Controle sedentdria (CS, n= 14);
controle treinada (CT, n=14); ovariectomizada sedentdria (OS, n=14); ovariectomizada treinada (OT,
n=10). Os valores sdo média £ EPM *** p<0,001 vs CS e CT; n = nimero de ratos.
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Figura 14— Peso relativo do ttero expresso como peso do tecido (g)/ 100 g de massa corporal.
Controle sedentaria (CS, n= 14); controle treinada (CT, n=14); ovariectomizada sedentaria (OS, n=14),
ovariectomizada treinada (OT, n=10). Os valores sdo média + EPM *** p<0,001 vs CS e CT; n = nimero
de ratos.

3.3.2- PESO DA TIREOIDE

Ja os pesos absoluto e relativo da tireéide nédo diferiram entre os
grupos, como mostram as figuras 15 e 16, respectivamente. Em relacio
ao peso absoluto e relativo da hipéfise (Figuras 17 e 18) vimos diferenca
significativa somente no peso relativo da hipéfise do animal castrado
treinado (OT) em relacdo ao castrado sedentdrio e controle treinado (OS

e CT).
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Peso Absoluto da Tireoide

20+

peso tiredide (mg)
=

Cs CT
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Figura 15- Peso absoluto da tiredide. Controle sedentdria (CS, n= 16); controle treinada (CT,
n=14); ovariectomizada sedentaria (OS, n=17); ovariectomizada sedentaria (OT, n=13). Os valores sido

média = EPM; n = nimero de ratos.

Peso Relativo da Tireoéide

Oa-
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7+

mg de tecido/100g de mc

CS CT

oT

Figura 16 — Peso relativo da tiredide. Controle sedentdria (CS, n= 16); controle treinada (CT,
n=14); ovariectomizada sedentaria (OS, n=17); ovariectomizada sedentaria (OT, n=13). Os valores sdo

média = EPM; n = nimero de ratos.
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3.3.3- PESO DA HIPOFISE

Peso Absoluto da Hipoéfise

20+

104

peso hipéfise (mg)

CS CT oS oT

Figura 17- Peso absoluto da hipéfise. Controle sedentdria (CS, n= 16); controle treinada (CT,
n=14); ovariectomizada sedentdria (OS, n=17); ovariectomizada treinada (OT, n=13). Os valores sido

média = EPM; n = nimero de ratos.

CSs CT (O8] oT

Peso Relativo da Hipofise

7=
6+

mg de tecido/100g de mc

Figura 18- Peso relativo da hipéfise. Controle sedentdria (CS, n= 16); controle treinada (CT,
n=14); ovariectomizada sedentdria (OS, n=17); ovariectomizada treinada (OT, n=13). Os valores sido
média = EPM* p<0,05 vs CT e OS; n= niimero de ratos.
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3.3.4- PESO DO TAM

O peso absoluto e relativo do tecido adiposo marrom (TAM) pode
ser visto nas figuras 19 e 20, respectivamente. As ratas treinadas (CT e

OT) tiveram um aumento significativo em relagdo as sedentdrias (CS e

CS CT oS oT

0S).

Peso Absoluto do TAM

peso TAM (mg)

Figura 19 - Peso absoluto do TAM em mg. Controle sedentdria (CS, n= 12); controle treinada
(CT, n=10); ovariectomizada sedentdria (OS, n=13); ovariectomizada treinada (OT, n=10). Os valores sdo
média = EPM * p<0,05 vs CS e OS; n = nimero de ratos.
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Peso Relativo do TAM
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Figura 20 - Peso relativo do TAM expresso como peso do tecido (mg)/ 100 g de mc. Controle
sedentaria (CS, n= 12); controle treinada (CT, n=10); ovariectomizada sedentiria (OS, n=13);
ovariectomizada treinada (OT, n=10). Os valores sdo média = EPM * p<0,05 vs CS e OS; n = nimero de
ratos.

3.4- CONCENTRACOES SERICAS DE T3, T4 e TSH

As concentracdes totais séricas de T;, T4 e TSH nédo alteraram
significativamente com o protocolo de exercicio nem com a
ovariectomia. O que pode ser observado nas figuras 21, 22 e 23,

respectivamente.
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T3 sérico total

T3 (ng/ dL)

Cs CT (0] oT

Figura 21- controle sedentdria (CS, n= 12); controle treinada (CT, n=12); ovariectomizada
sedentaria (OS, n=12); ovariectomizada treinada (OT, n=13). Os valores sao média + EPM; n = nimero
de ratos.

T4 sérico total
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Figura 22- controle sedentdria (CS, n= 12); controle treinada (CT, n=13); ovariectomizada
sedentaria (OS, n=12); ovariectomizada treinada (OT, n=13). Os valores sdo média + EPM; n = nimero
de ratos.
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TSH
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Figura 23- Controle sedentdria (CS, n= 15); controle treinada (CT, n=12); ovariectomizada
sedentaria (OS, n=17); ovariectomizada treinada (OT, n=11). Os valores sdao média + EPM; n = nimero
de ratos.

3.5- ATIVIDADE DAS ENZIMAS DESIODASES TIPO 1 (D1) E TIPO

2(D2).

Analisamos as atividades da D1 em figado, rim, tiredide e hipdfise
de todos os grupos de animais e a atividade da D2 em TAM e hipésise.

O treinamento ¢ a ovariectomia ndo influenciaram a atividade da
enzima D1 no figado, no rim e na tire6ide como mostrado nas figuras 24,
25 e 26, respectivamente. Porém, a atividade da D1 hipofisdria (Figura
27) aumentou significativamente no grupo controle treinado (CT) em

relacdo aos demais.
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Atividade D1 no Figado
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Figura 24- Atividade da D1 no figado. Controle sedentaria (CS, n= 11); controle treinada (CT,
n=11); ovariectomizada sedentdria (OS, n=13); ovariectomizada treinada (OT, n=10). Os valores sdo
média = EPM; n = nimero de ratos.
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Figura 25- Atividade da D1 no rim. Controle sedentiria (CS, n= 11); controle treinada (CT,
n=11); ovariectomizada sedentdria (OS, n=13); ovariectomizada treinada (OT, n=10). Os valores sido
média = EPM; n = nimero de ratos.
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Atividade D1 na Tireodide
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Figura 26- Atividade da D1 no tire6ide. Controle sedentdria (CS, n= 11); controle treinada (CT,
n=11); ovariectomizada sedentdria (OS, n=13); ovariectomizada treinada (OT, n=10). Os valores sdo
média = EPM; n = nimero de ratos.

Atividade D1 na Hipoéfise
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Figura 27- Atividade da D1 no hipéfise. Controle sedentdria (CS, n= 4); controle treinada (CT,

n=4); ovariectomizada sedentaria (OS, n=5); ovariectomizada treinada (OT, n=3). Os valores sdo média
EPM * p<0,001 vs CS, OS e OT; n = ntimero de ratos.

Os valores das atividades da D2 encontram-se nas figuras 28 e 29.
A atividade dessa enzima no TAM (Figura 28) aumentou no grupo
controle treinado (CT) em relagdo aos grupos sedentdrios (CS e OS). Ao

avaliarmos a atividade da D2 hipofisaria (Figura 29) encontramos
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diminuicdo significativa em ambos os grupos castrados (OS e OT) em

relacdo ao controle sedentario (CS).

Atividade D2 no TAM

fmoles T4/min. mg

Cs CT (0] oT

Figura 28 — Atividade da D2 no TAM. Controle sedentdria (CS, n= 16); controle treinada (CT,
n=12); ovariectomizada sedentdria (OS, n=14); ovariectomizada treinada (OT, n=10). Os valores sido
média = EPM * p<0,05 vs CS e OS; n = nimero de ratos.
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Figura 29- Atividade da D2 na hipéfise. Controle sedentaria (CS, n= 6); controle treinada (CT,
n=11); ovariectomizada sedentdria (OS, n=8); ovariectomizada treinada (OT, n=7). Os valores sdo média
+ EPM * p<0,05 vs CS e **p<0,01 vs CS; n = nimero de ratos.

72



4- DISCUSSAO

Este estudo procurou mostrar a influéncia do exercicio fisico sobre
o ganho de massa corporal e a funcao tireéidea de ratas castradas.

Nossos resultados mostraram que a diminui¢do de esterdides
sexuais femininos provocada pela ovariectomia implica em um aumento
substancial de massa corporal (Fig. 5). J4 é bem descrito na literatura
que esse aumento na massa corporal ¢é acompanhado por um
concomitante aumento na ingestdo (Richard, 1986; Richard et al, 1987;
Melton et al, 2000), como foi visto também no presente estudo (Fig. 6).
Os mecanismos envolvidos no aumento da massa corporal e da ingestdo
alimentar precisam ser elucidados.

Estudos apontam como sendo o aumento da ingestdo a causa do
ganho de massa corporal nas ratas castradas (Galé e Sclafani, 1977;
Richard, 1986), aumento na eficiéncia alimentar (Pedersen efr al, 2001;
Coscina e Chambers, 1991) ou decréscimo da atividade fisica
(Shimomura et al, 1990). Em nosso estudo, além da ingestdo
significativamente aumentada nos animais castrados houve também
aumento significativo da eficiéncia alimentar nos grupos
ovariectomizados (Fig. 7).

No trabalho de Marassi et al (2007) ficou evidenciado que as
ratas castradas tratadas com estrogénio tiveram um ganho de massa
corporal menor que o dos animais controle. Esse resultado corrobora

Kimura er al (2002) e Meli et al (2004) que sugerem um efeito
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lipolitico do estrogénio, no entanto, no presente estudo ndo
objetivamos analisar os efeitos de reposicdo com estrogénio.

O estrogénio parece ter uma ac¢do central, inibindo o
neuropeptideo Y e conseqiientemente a ingestdo (Meli et al, 2004).

Segundo Kimura et al (2002), a expressdo dos receptores de
leptina, hormdnio que regula a ingestdo, estio diminuidos em fémeas
castradas, apesar da concentracdo plasmdtica de leptina permanecer
inalterada nos ratos que tiveram a massa corporal aumentada induzida
pela ovariectomia. Estes autores sugerem que os receptores de leptina
no hipotdlamo sdo afetados pelos niveis de estrogénio, ji que os
receptores tiveram sua expressdo diminuida na auséncia de estrogénio
e aumentada com a administracdo de estrogénio. Como ji dito acima,
os receptores de leptina estdo presentes principalmente no hipotdlamo
e transmitem sinais ao sistema nervoso central para controlar a
ingestdo (Stephens et al, 1995). Assim, a diminui¢cdo da expressdo
desses receptores pode transmitir sinais que dificultam a supressdo da
ingestdo, levando ao ganho de massa corporal. (Kimura, 2002). No
nosso estudo as ratas castradas tiveram aumento significativo da
ingestao.

No nosso estudo o peso relativo e absoluto do ttero das fémeas
castradas estd significativamente menor (Figuras 13 e 14), indicando
fortemente que os niveis de estrogénio estejam baixos. Porém, nao
avaliamos a concentragdo plasmdatica de estrogénio, leptina e a

expressdo de seus receptores.

74



O treinamento de natacdo ¢é freqiientemente empregado em
laboratdorio para expor roedores ao estresse do exercicio e aumentar o
gasto caldérico dos animais (McArdle, 1967). Assim, aumentar o gasto
energético total através de um exercicio cronico de intensidade moderada
poderia ser efetivo na redu¢do ou preven¢dao do ganho de massa corporal
(Melton, 2000).

Neste estudo, vimos que ambos os grupos de ratas
ovariectomizadas tiveram aumento significativo de massa corporal
comparadas a ambos os grupos controles (Fig. 5). Isso indica que o
treinamento fisico aplicado ndo foi capaz de impedir o sobrepeso dos
animais castrados.

Alguns estudos mostram que o ganho de massa corporal se di
através do aumento do tecido adiposo das ratas ovariectomizadas
(Hervey e Hervey, 1981; Miller et al, 1994). Ja Richard (1986) e Richard
et al (1987), constataram como sendo as custas de proteina o aumento de
massa corporal provocado pela ovariectomia e sugerem que isso pode
acontecer principalmente quando os animais sido tratados por um periodo
de tempo maior (5 semanas). O conteudo protéico foi analisado pelo
método da carcaca e ndo foi vista alteracdo significativa (Fig. 8), ao
contrdrio do que mostrou Richard (1986) e Richard et al (1987), isso
pode ter acontecido devido aos diferentes protocolos utilizados.

Analisamos 4 compartimentos diferentes de gordura: o da carcaca,
retroperitoneal, pélvica e inguinal. Observamos que o0 grupo
ovariectomizado sedentdrio teve aumento significativo de gordura da

carcaca e inguinal (Figuras 9 e 12), mostrando uma modulacdo destes
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compartimentos de gordura pelos hormoOnios ovarianos, porém o
treinamento impediu este aumento, jid que ndo houve alteracdo neste
tecido em ambos os grupos que treinaram.

O treinamento foi capaz de impedir o aumento da gordura
pélvica no grupo treinado castrado (Fig. 11), mostrando uma
modulacdo desse compartimento de gordura pelo treinamento,
diminuicdo esta ndo dependente da funcdo gonadal intacta.

Os pesos absolutos da tiredide e da hipdéfise ndo se alteraram
(Figuras 15 e 17), corroborando os dados de Marassi et al (2007).
Furlanetto et al (1999) viram aumento na proliferacdo de células
FRTL-5 depois de exposi¢cdo ao estradiol, entretanto no estudo de
Marassi et al (2007) in vivo ndo houve mudangas no peso da tiredide
entre os grupos de fémeas adultas. Esses dados com 21 dias de
ovariectomia e os nossos com 63 dias estdo em desacordo com os
estudos de Banu et al (2001) que viram diminui¢do no peso absoluto da
tiredide com 60 dias de ovariectomia.

A resposta encontrada em decorréncia de um protocolo de
exercicio depende da intensidade, duracdo e do tipo do exercicio. Assim,
os resultados encontrados na literatura sdo bastante controversos e
muitas vezes nao comparaveis.

Neste trabalho ndo foi feita medida direta de oxigénio dos
animais, porém o consumo de oxigénio de ratos que nadam sem carga
adicional foi previamente descrito como sendo de 2-7 vezes maior que

o consumo de oxigénio no estado basal (McArdle, 1967), o que é
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considerado um exercicio de intensidade moderada para ratos (Baker e
Horvath, 1964).

Apesar dessa intensidade de treinamento reduzir a gordura
corporal (Melton et al, 2000), os niveis plasmdaticos dos hormonios
tiredideos ndo sofreram alteracdes no presente estudo (Figuras 21-23).

Em relagdo a ovariectomia, os niveis plasmaéticos de T4 também
ndo se alteraram (Fig. 22), como descrito por Marassi et al (2007) e
Lima et al, 2006; porém, nestes estudos os niveis de Tz diminuiram nas
ratas ovariectomizadas, o que ndo ocorreu no nosso trabalho (Fig. 20),
provavelmente devido a adaptagdo do eixo hipdfise-tiredide na
castracdo de mais longo prazo.

Neste estudo, os niveis de Tz, T4 e TSH estio normais,
correspondendo com a atividade inalterada da D1 no figado, rim e na
tiredide (Figuras 24-26).

Existem poucos estudos mostrando a atividade da D1 no exercicio
fisico. N6s observamos aumento significativo da D1 na hipéfise do grupo
controle treinado (Fig. 27), o que corrobora o estudo de Fortunato et al
(2008), em que a atividade D1 hipofisaria aumentou com uma sessdo de
exercicio agudo. Como a maior parte da hip6fise corresponde ao
somatotrofo, esse aumento pode ter ocorrido pela inducdo da D1 pelo
exercicio fisico nesse tipo celular, porém esse aumento de atividade da
D1 nédo ocorreu da mesma forma no grupo ovariectomizado, mostrando
que a auséncia de esterdides sexuais pode ter influenciado esse aumento.
O treinamento parece exercer algum efeito modulatério na hipé6fise que

parece ser dependente da funcio gonadal. E interessante notar que a
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atividade D2 hipofisdria parece também depender da funcido gonadal, ja
que observamos diminui¢do significativa em ambos os grupos castrados
(Fig. 29) e essa diminui¢do ndo teve relacdo com os niveis séricos de
TSH, que ndo se alteraram significativamente, indicando que essas
alteracdes também possam ocorrer em outro tipo celular que ndo os
tireotrofos. Porém, mais estudos sdo necessdrios para elucidar esses
mecanismos.

As catecolaminas, cuja secrecdo aumenta com o exercicio,
estimulam a atividade da D2 no TAM (Obregon et al, 1987). A D2 do
TAM desempenha um papel importante na conversdo de T4 a T3 da
mesma forma que a D1 hepdtica (Bianco er al, 2002). A atividade
aumentada desta enzima no TAM (Fig. 28) mostra a existéncia de um
estimulo adrenérgico cronico provavelmente causado pelo exercicio
fisico, além disso o peso deste tecido também se mostrou
significativamente maior nos animais treinados.

Alguns estudos mostram diminui¢do da atividade da D2 no TAM
de ratos que foram submetidos ao exercicio (Larue-Achagiotis et al,
1995; Sullo et al, 2003; Fortunato et al,2008) e a termogénese no TAM
inalterada em ratas ovariectomizadas com e sem a reposicdo de
estrogénio (Richard et al, 1987), indicando que a termogénese no TAM
ndo contribui para o balanco energético positivo destes animais (Richard,
1986; Richard et al, 1987).

Porém, segundo Richard et al (1987), aumentos na termogénese no
TAM acontecem em animais submetidos ao exercicio de natagdo, jad que

esse tipo de exercicio tem se mostrado eficiente em promover adaptacdes
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especificas como as que acontecem em animas expostos ao frio, a menos
que a adgua esteja numa temperatura alta (38° C) ou os animais sejam
enxugados rapidamente ao final da atividade. Neste trabalho, os animais
eram enxugados assim que saiam da dgua e a temperatura da dgua foi
mantida termoneutra, entre 31 e 34° C. No entanto, houve aumento de D2
nos animais treinados, sugerindo haver resposta adaptativa seja ao
exercicio fisico per se ou relacionada a exposicdo a baixa temperatura

durante o treinamento.
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5- CONCLUSOES

e O treinamento fisico ndo aboliu o ganho de massa corporal
gerado pala castragdo.

e O treinamento fisico foi capaz de impedir em parte o ganho de
gordura corporal, sem alteracdes na ingestdo alimentar.

e A funcio tiredidea estda normal apds 8 semanas de castragdo e as
fémeas castradas mantém massa corporal aumentada, indicando
que a diminui¢do da func¢fo tiredidea ndo estaria relacionada a
maior massa corporal.

e As atividades desiodases tipo 1 na tiredide, figado e rim ndo se
alteram a longo prazo de castracdo ou com o treinamento por 8§
semanas, o que estd de acordo com os niveis séricos normais de
T4 (5] T3.

¢ A desiodase tipo 2 hipofisdria estd diminuida em animais
castrados, sem relagdo com os niveis séricos de TSH, sugerindo
que esta diminui¢cdo nédo esteja ocorrendo nos tireotrofos.

e O treinamento de ratas controle aumenta significativamente a
atividade desiodase tipo 1 na hipdfise e tipo 2 no tecido adiposo

marrom, efeitos estes abolidos pela castragdo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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