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RESUMO

Introducdo: A menopausa € um processo naturalistico marcante do envelhecimento
feminino, resultante da diminuigdo progressiva na producdo dos principais hormonios
sexuais ovarianos de forma permanente. A queda na producdo dos estrogénios ovarianos
exerce um efeito negativo no sistema muscular estriado esquelético, tornando as mulheres
mais suscetiveis a desenvolver o quadro de sarcopenia. Em busca do conhecimento acerca
dos fenbmenos que ocorrem no periodo pds-menopausa e seus mecanismos de acao,
modelos de retirada de ovarios em ratas (OVX) sdo amplamente utilizados como modelo
experimental de inducdo a menopausa, reproduzindo de maneira eficaz os efeitos
deletérios observados na menopausa. E limitada a quantidade de estudos que investigaram
o efeito no funcionamento da cadeia transportadora de elétrons (CTE) e sua relacdo com
a expressao génica da ANT-1 em ratas OV X, bem como dos efeitos da intervencdo do
treinamento resistido (TR) neste contexto. Objetivo: O presente estudo tem como
principal objetivo avaliar os efeitos do treinamento resistido no funcionamento dos
complexos proteicos da cadeia respiratdria durante a respiracao acoplada e desacoplada
no modelo experimental de ratas ovariectomizadas, assim como a expressao génica da
ANT-1. Materiais e Métodos: Neste estudo, 40 ratas Wistar adultas foram distribuidas
randomicamente em 4 grupos experimentais: INT-SED, INT-TR, OVX-SED e OVX-TR.
A ovariectomia foi realizada na 13° semana de vida desses animais. O modelo de TR
realizado foi o de subida em escada, com duracgdo de 22 semanas. Os tecidos corporais de
interesse foram analisados apds a eutanasia, que ocorreu 48 horas ap0s a Ultima sesséo de
treino. O consumo de oxigénio (O2) e os parametros respiratorios mitocondriais foram
realizados em biopsia tecidual do musculo Gastrocnémio por meio da técnica de
Respirometria de Alta Resolugdo (Oroboros®). As titulagcbes para se estabelecer o
Coeficiente de Controle de Fluxo (FCC) foram realizadas na ANT, no Trocador de
Fosfato e na ATP-Sintase. Resultados: A ovarietomia afetou negativamente a eficiéncia
de funcionamento da ANT-1 e da ATP-sintase no grupo sedentario (OVX-SED). Em
relacdo ao consumo de oxigénio, no estado respiratorio acoplado (E3) houve uma
diminuicdo significativa no consumo do grupo OVX-SED comparado aos outros 3
grupos, efeito revertido pelo treinamento resistido adotado no estudo; ambos grupos
treinados obtiveram 6timos valores do FCC e no consumo de oxigénio no E3. Concluséo:
Concluimos que a ovariectomia promove a diminui¢do na eficiéncia do FCC da ANT e
ATP-Sintase do musculo gastrocnémio de ratas OV X sedentérias, bem como promove
diminuigdo no consumo de oxigénio no E3. Um programa de TR é potencialmente capaz
de prevenir estas respostas deletérias e manter a funcdo mitocondrial em condicbes
fisioldgicas.

Palavras-chave: Menopausa. Ovariectomia. Respiracdo Mitocondrial Acoplada. FCC.
Treinamento Resistido.



ABSTRACT

Introduction: Menopause is a marked naturalistic process of female aging, resulting from
the progressive decrease in the production of the main ovarian sex hormones permanently.
The drop in the production of ovarian estrogens has a negative effect on the striated
skeletal muscle system, making women more susceptible to developing sarcopenia. In
search of knowledge about the phenomena that occur in the post-menopausal period and
their mechanisms of action, models of ovarian removal in rats (OVX) are widely used as
an experimental model of menopause induction, effectively reproducing the deleterious
effects observed in menopause. The number of studies that have investigated the effect
on the functioning of the electron transport chain (CTE) and its relationship with ANT-1
gene expression in OV X rats is limited, as well as the effects of resistance training (TR)
intervention in this context. Objective: This study aims to evaluate the effects of
resistance training on the functioning of protein complexes in the respiratory chain during
coupled and uncoupled breathing in the experimental model of ovariectomized rats, as
well as the ANT-1 gene expression. Materials and Methods: In this study, 40 adult
Wistar rats were randomly assigned to 4 experimental groups: INT-SED, INT-TR, OV X-
SED and OVX-TR. Ovariectomy was performed in the 13th week of life of these animals.
The RT model performed was the stair climbing, lasting 22 weeks. The body tissues of
interest were analyzed after euthanasia, which occurred 48 hours after the last training
session. Oxygen consumption (O,) and mitochondrial respiratory parameters were
performed on tissue biopsy of the Gastrocnemius muscle using the High Resolution
Respirometry technique (Oroboros®). The titrations to establish the Flow Control
Coefficient (FCC) were performed at ANT, at the Phosphate Exchanger and at the ATP-
Synthase. Results: Ovarietomy negatively affected the functioning efficiency of ANT-1
and ATP synthase in the sedentary group (OVX-SED). Regarding oxygen
consumption, in the coupled respiratory state (E3) there was a significant decrease in the
consumption of the OVX-SED group compared to the other 3 groups, an effect
reversed by the resistance training adopted in the study; both trained groups
obtained excellent FCC values and oxygen consumption at E3. Conclusion: We
conclude that ovariectomy promotes a decrease in the efficiency of the FCC of
ANT and ATP-Synthase of the gastrocnemius muscle of sedentary OVX rats, as well
as promoting a decrease in oxygen consumption at E3. An RT program is potentially
capable of preventing these harmful responses and maintaining mitochondrial function
in physiological conditions.

Keywords: Menopause. Ovariectomy. Coupled Mitochondrial Respiration. FCC.
Resistance Training.
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1. ENUNCIADO DO PROBLEMA

A menopausa € um processo naturalistico marcante do envelhecimento feminino,
resultante da diminuicdo progressiva na produgdo dos principais hormonios sexuais
ovarianos de forma permanente, impossibilitando a atividade folicular ovariana,
ocorrendo em média por volta da quinta década de existéncia feminina (DE LORENZI et
al., 2006; MALTAIS et al., 2009; POLOTSKY; POLOTSKY, 2010; MONTELEONE et
al., 2018).

Ao longo da vida reprodutiva da mulher, a produgédo dos estrogénios ovarianos,
sendo o mais importante o 17p estradiol (E2), é reduzida na medida em que a quantidade
de foliculos primordiais diminuem, marcando o fim do ciclo reprodutivo feminino
(HALL, 2011). A diminuigdo dos estrogénios esta diretamente associada com a perda da
densidade mineral Ossea, redistribuicdo da gordura subcutéanea para &reas viscerais,
aumento do risco de doencas cardiovasculares, alteracdes no perfil glicEmico sanguineo,
aumento do estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, além de dificuldades na esfera
emocional e social, eventos predispdem a reducdo da qualidade e expectativa de vida (DE
LORENZI et al., 2006; ROSANO et al., 2007; LOVEJOY et al., 2009).

Essas assertivas, além de despertar o interesse em investigar mecanismos
relacionados aos efeitos secundarios indesejados pds-menopausa, também sdo
indicadores de que a mulher deverd alcancar e ultrapassar a idade de transicdo da
menopausa e viver cerca de 1/3 de sua vida sob acdo dos efeitos deletérios da menopausa,
aliados ao processo natural de envelhecimento (DE LORENZI et al., 2006; MALTAIS et
al., 2009; POLOTSKY; POLOTSKY, 2010; MONTELEONE et al., 2018). Além dos
efeitos sistémicos indesejados j& citados, a queda na producao dos estrogénios ovarianos
também exerce um efeito negativo sobre o sistema muscular esquelético, tornando as
mulheres mais suscetiveis a lesdes musculares, colaborando como um dos fatores
causadores e agravantes da sarcopenia (MORAES et al.,, 2007; BROWN, 2008;
MALTAIS et al., 2009).

O pioneiro a fazer uso do termo sarcopenia foi Rosenberg, no ano de 1989,
descrevendo-a como a perda involuntaria de massa muscular livre de gordura
(ROSENBERG, 1989). O conceito atual de sarcopenia refere-se ao declinio acentuado
involuntario de massa muscular associado a perda de fungcdo muscular, possuindo causa
multifatorial (ROLLAND et al., 2007; BOIRIE, 2009; MALTAIS et al., 2009; CHEN et

al.,, 2014). Ap6s a menopausa a sarcopenia se mostra demasiadamente acelerada,
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prejudicando a mobilidade com que se relaciona 0 aumento no sedentarismo, gerando
uma possivel diminuicdo do gasto energético e importantes alteracfes metabolicas
subsequentes, como a obesidade e a resisténcia a insulina (FUKAGAWA et al., 1995;
BOIRIE, 2009).

No Brasil, os resultados de uma meta-analise revelaram uma alta prevaléncia de
sarcopenia em mulheres abaixo dos 70 anos, quando comparadas aos homens. Os autores
atribuem esses valores discrepantes entre sexos justamente as alteracbes deletérias
ocorridas durante o processo de menopausa observado nas mulheres e ressaltam que com
esses resultados, quando o assunto é sarcopenia 0s resultados observados no Brasil
seguem uma tendéncia internacional em que resultados semelhantes sdo observados (DI1Z
etal., 2017).

Nas ultimas décadas o exercicio fisico tem se mostrado uma ferramenta
importante na busca pela melhora na qualidade de vida, isso se da em virtude de seus
diversos beneficios agudos e cronicos e de sua facil aplicabilidade, sendo uma alternativa
eficaz na prevencao e tratamento de diversas doengas e sindromes, incluindo a sarcopenia,
sendo que dentro de suas possibilidades de realizacdo o treinamento resistido (TR) chama
a atencdo por estar associado principalmente a beneficios no sistema musculoesquelético
(PITANGA et al., 2015). Segundo Fleck e Kraemer (2017), o TR pode ser definido como
uma forma popular de exercicio fisico que visa melhorar o condicionamento fisico e
consequentemente a salde. Nesta forma de treinamento, basicamente é exigido que a
musculatura corporal se movimente contra uma for¢a oposta. Alguns estudos confirmam
a efetividade do TR contra os efeitos deletérios causados pela menopausa nos diversos
sistemas do organismo, inclusive no sistema musculoesquelético, o que torna este tipo de
treinamento altamente Util, principalmente em casos cujo tratamento farmacoldgico ndo
é recomendado (FUKAGAWA et al., 1995; SHIGUEMOTO et al., 2011; PRESTES et
al., 2012).

Em busca do conhecimento acerca dos fendmenos que ocorrem no periodo pds-
menopausa e seus mecanismos de a¢do, modelos de intervencéo cirdrgica que consistem
na remocao bilateral dos ovarios de ratas (ovariectomia) tém sido amplamente utilizados
como modelo experimental de inducdo a menopausa, devido sua eficacia na reproducéo
dos efeitos deletérios deste periodo, como a reducdo na massa muscular e @ssea,
mudancas no perfil lipidico e na composicdo corporal (SHIGUEMOTO et al., 2007;
PRESTES et al., 2009; BRINTON, 2012). Segundo Brinton (2005), a ovariectomia em


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poehlman%20ET%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7493223
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poehlman%20ET%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7493223
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ratas com 13 semanas de vida é uma técnica que consiste na retirada bilateral dos ovarios
na idade reprodutiva do animal saudavel. Ap6s uma ou duas semanas da ovariectomia, as
concentragdes de E2 no plasma sanguineo séo quase indetectaveis, sendo esse um modelo
translacional aceito para simular a menopausa humana em animais, permitindo a analise
invasiva dos complexos biolégicos em oOrgédos, sistemas celulares, moleculares e
gendmicos que sao de dificil acesso na experimentacdo em humanos (BRINTON, 2012).

Neste periodo da vida das mulheres, a literatura indica que entre 0s mecanismos
pelos quais a sintese das proteinas musculares passa a ser menor do que sua degradacdo
estariam fendmenos relacionados a mitocondria, como a producédo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e a consequente apoptose acentuada principalmente em
células musculares do tipo 2 (MARZETTI, 2013). Além disso, € importante ressaltar que
além de sua funcdo protagonista no metabolismo bioenergético, a mitocéndria possui
diversos papeis importantes na fisiologia celular que garantem a regulacéo da viabilidade
celular (KOWALTOWSKI, 2000). Como exemplos, pode-se citar sua alta capacidade no
armazenamento de ions de Ca?* (GUNTER; GUNTER, 2001), ou por serem sitios
essenciais para a biossintese de horménios esteroides (MILLER, 2013) e conter também
enzimas fundamentais no processo de sintese da ureia e modificacdo de grupos heme
(ATAMNA, 2002). Além disso, a CTE € o principal sitio gerador de EROs e radicais
livres, que sdo essenciais como agentes sinalizadores e quando em excesso podem ser
danosos a célula (KOWALTOWSKI et al., 2001; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).
De forma geral, a cadeia respiratoria mitocondrial (CRM) funcional é capaz de garantir
baixas tensdes de O intracelular evitando oxidagdes ndo desejadas (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2015). Dada sua importancia, é simples constatar que a integridade e a
funcionalidade das mitocondrias podem afetar a viabilidade celular, comprometendo
tecidos e orgdos (KOWALTOWSKI, 2000).

Com base nestes fatos, é de suma importancia atentar-se as mitocondrias e em seu
conteddo proteico em busca de mecanismos intrinsecos que possam estar diretamente
envolvidos na causa ou agravamento do quadro de sarcopenia, principalmente no que e
refere a atuacdo da proteina adenina-nucleotideo-translocase, em sua isoforma 1 (ANT-
1) codificada pelo gene SLC25A4 em humanos, sendo esta encontrada em tecidos como
0 musculo estriado esquelético, coracdo e cérebro. Sua fungdo bésica se da através do
transporte ativo antiporte, realizando trocas alternadas entre uma molécula de adenosina

trifosfato (ATP) gerada na matriz mitocondrial pelo processo de fosforilacdo oxidativa,
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com uma molécula de adenosina difosfato (ADP) citosolica (VOET, 2014; SIMONCINI
etal., 2017).

A ANT-1 representa cerca de 10% do conteldo proteico da membrana
mitocondrial interna, sendo a proteina mitocondrial de membrana mais abundante, fato
este que ressalta a sua importancia e denota sua capacidade em influenciar diretamente
importantes fun¢Ges mitocondriais, como o vazamento basal de protons, a regulacédo da
abertura dos poros de permeabilidade, regulacdo da apoptose e a produgédo de EROs
(ESPOSITO et al.,1999; BRAND et al., 2005; LIU; CHEN, 2013). Estudos concluiram
que o comprometimento da proteina ANT-1 estd intimamente relacionado com a
progressao da doenca de Alzheimer (BOBBA et al., 2013) progressao do diabetes tipo 2,
com a predisposicéo a fatores de risco como obesidade e aterosclerose (KIM et al., 2010)
e ao surgimento de miopatias (GRAHAM et al., 1997). Logo, com base nesta corrente de
estudos a proteina ANT-1 parece relevante buscar por conhecimentos com o objetivo de
otimizar o entendimento dos mecanismos de acdo pelos quais se da a sarcopenia, bem
como uma possivel melhora nas atuais abordagens de prevencdo e tratamento da

sarcopenia na pos-menopausa.
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2. JUSTIFICATIVA

Desde a sua descricdo clinica a sarcopenia tornou-se um importante topico de
pesquisa no mundo, em especial apds a menopausa onde se mostra altamente presente, na
tentativa de combaté-la. Neste sentido, o treinamento resistido tem sido proposto e
utilizado por ser capaz de prevenir e combater alteracdes deletérias promovidas pela
menopausa no sistema musculoesquelético com efeitos indesejados reduzidos (PRESTES
etal., 2012) sendo este, capaz de combater a doengas como osteoporose (SHIGUEMOTO
etal., 2011), Alzheimer (GARUFFI et al., 2013), diabetes e obesidade (TRESIERRAS e
BALADY, 2009). Tais beneficios sdo extremamente desejaveis para a manutencdo da
salde de mulheres p6s-menopausicas e, portanto, pesquisas que norteiem o conhecimento
detalhado acerca dos mecanismos diretamente envolvidos neste processo sdo de suma

importancia.

3. HIPOTESE

Assim, esse estudo hipotetiza que apds a ovariectomia ocorram eventos que juntos
sdo capazes de afetar diretamente a funcionalidade da proteina mitocondrial ANT-1,
impedindo o aporte energético necessario, iniciando, amplificando ou regulando sinais
pré-apoptoticos que podem comprometer a longevidade e a viabilidade celular uma vez
que o treinamento resistido, mostrou-se capaz de promover efeito regulatorio in vivo de
importantes fun¢bes mitocondriais relacionadas a bioenergética (KOWALTOWSKI,
2000).
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Menopausa

Ao longo da vida as mulheres passam por diversos estagios bioldgicos, esses
blocos representam momentos marcantes nos quais ocorrem mudangas expressivas de
padrdes fisioldgicos e psicossociais (TSUKAMOTO; NUNOMURA, 2003). Entre esses
marcos a menopausa serve de pedra angular, indicando pontualmente a transicao entre o
periodo reprodutivo para o periodo ndo reprodutivo (MISHRA et al., 2010).

Tal acontecimento esta inserido ao longo do climatério e se da pelo fato que ao
nascer cada mulher possui aproximadamente 500 mil foliculos primordiais, estes
foliculos primordiais se desenvolvem a foliculos maduros e a partir da menarca (primeira
menstruacdo) passam a ovular de maneira continua a cada ciclo menstrual, entretanto, a
cada ciclo, apenas um foliculo maduro completara o processo completo de ovulacéo,
enquanto isso, os demais sdo degenerados. A medida em que as mulheres envelhecem a
quantidade de foliculos primordiais estimulados pelas gonadotropinas (horménio foliculo
- estimulante - FSH e hormoénio luteinizante - LH) diminui, e essa diminuicdo €
responsdvel pela reducdo da producdo dos hormonios ovarianos (estrogénio e
progesterona), esse ciclo de declinio progressivo avanca até aproximadamente os 50 anos,
quando os foliculos primordiais estdo presentes em niveis extremamente baixos,
incapazes de manter a producdo de hormdnios ovarianos necessarios para que haja
ovulagédo (PICANCO, 1995; FERNANDEZ et al., 2005; SILVERTHORN, 2010). Dessa
forma, a menopausa, termo derivado do latim (men = més e pausis = pausa), é
caracterizada como sendo o periodo cronoldgico entre a ultima menstruacéo, também
chamado de periodo menstrual final (PMF), e os doze meses seguintes de sua auséncia,
considerada precoce antes dos 40 anos e tardia ap6s os 55 anos (CAMARGOS et al.,
2001; NAMS et al, 2004; ALDRIGHI et al., 2005; NELSON, 2008).

No decorrer deste processo, existem 0s chamados estagios transitorios que
antecedem e permeiam a menopausa, sendo definidos basicamente em trés fases distintas:
a pré-menopausa, a peri-menopausa e a pos-menopausa subdividida em 2 periodos, 0
periodo precoce que engloba os 5 anos iniciais apés o PMF, e inicia-se o tardio ap6s o
fim do periodo precoce perdurando durante toda vida ndo reprodutiva da mulher (NAMS
et al, 2004; FERNANDEZ et al., 2005; NELSON, 2008).
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No Brasil, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
divulgados no ano de 2018, a populagdo feminina representa mais de 50% da populagéo
total brasileira, com expectativa de vida de aproximadamente 79,6 anos. Isso significa
que a populacdo feminina brasileira devera permanecer cerca de um terco de suas vidas

na pos-menopausa (Figura 1).
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Figura 1. Expectativa de vida da populacéo brasileira (2018). Adaptada a partir de dados do IBGE, tabua
de mortalidade (2018).
Notoriamente, a diminuicdo hormonal progressiva até o PMF seguida de sua falta

na pos-menopausa causa grandes impactos fisiolégicos a populagdo feminina. Dentre 0s
horménios sexuais suprimidos em mulheres pos-menopausicas 0 estrogénio possui
protagonismo neste cenario. Basicamente esse hormdnio é encontrado sob trés isoformas
fisioldgicas distintas, sendo: estrona (E1), estradiol (E2 ou 17B-estradiol) e estriol (E3).
Embora uma quantidade pequena desses horménios seja produzida por tecidos como a
pele, glandulas adrenais, figado, cérebro e coracdo, sua principal produgdo se da pelos
ovarios, e nas gestantes pela placenta (LI et al., 2013).

Destes hormonios, 0 E2 é o principal biossintetizado, sendo também o mais
potente durante toda vida pré-menopdusica da mulher (LI et al., 2013). Além disso, a
auséncia do E2 ao longo da pds-menopausa é responsavel por causar desordens na
composicao corporal e na distribuicdo de gordura (TREMOLLIERES et al., 1996),

reduzir a densidade mineral Ossea, aumentar o risco de doencas cardiovasculares e
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promover desordens a nivel glicémico (MALTAIS et al., 2009). Evidéncias também
apontam que o absentismo de E2 associa-se a reducdo de forca muscular e funcéo
causando sarcopenia ou dinapenia (MALTAIS et al., 2009; ANAGNOSTIS et al., 2015),
sendo que alguns estudos atribuem como causa a estas desordens musculoesqueléticas a
disfungcdo mitocondrial pés-menopausa (KLINGE, 2009; KIM et al., 2010; PETERSON
etal., 2012) (Figura 2).
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Figura 2. Alteragdes no tecido muscular estriado esquelético na pds-menopausa. Ao longo dos anos na
p6s-menopausa massa e funcdo muscular diminuem. Além disso, estdo presentes importantes alteraces
mitocondriais que por fim resultam no aumento do estresse oxidativo ndo compensado pelo sistema
antioxidante. Figura retirada e adaptada de Peterson et al. 2012.

4.1.1. Menopausa e Ovariectomia

Nas Ultimas décadas, descobertas cientificas importantes foram feitas com base
em modelos animais de pesquisa e experimentacdo, e tais modelos possibilitaram a
investigagcdo minuciosa de eventos a nivel tecidual, celular, molecular e gendmico dificeis
de serem realizados em seres humanos, tornando-os modelos translacionais de suma
importancia no desenvolvimento de técnicas, medicamentos e abordagens terapéuticas no
combate a diversas doencas e suas comorbidades (BRINTON, 2012; ZARROW, 2012).

Apesar de existirem diferengas consideraveis, estudos translacionais sobre o ciclo
reprodutivo feminino se mostraram promissores por meio da utilizacdo de ratas
(ZARROW, 2012). Entre as diferencas vale destacar que ratas possuem o chamado ciclo
estral com duracdo de 4 a 5 dias, ao invés do ciclo menstrual e, além disso ratas entram
na fase ndo reprodutiva entre 0 9° e 0 12° més de vida, momento este definido como
estropausa, sendo que as mulheres entram na fase né@o reprodutiva por volta da quinta
década de suas vidas. Por fim o revestimento da parede uterina é absorvido ao término de
cada ciclo estral, enquanto que nas mulheres esse revestimento é descamado do corpo por
meio da menstruacdo (MESSIER et al., 2011; KOEBELE, 2016).
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Ap0s analisar tais evidéncias e constatar sua eficacia e viabilidade, no presente
estudo optou-se pela realizacdo da ovariectomia por meio da remocao cirdrgica bilateral
dos ovarios de ratas jovens (Figura 3) (ZARROW et al., 2012). Tal medida se fez
necessaria a fim de evitar a influéncia de fendmenos associados ao processo de
envelhecimento em nossos resultados. Cerca de duas semanas apos a realizagcdo das
cirurgias 0s animais ja estdo recuperados e o0s niveis sericos de E2 sdo suprimidos a
valores proximos de zero. Com o passar do tempo, é possivel notar algumas mudangas
decorrentes da auséncia do E2, como alteragfes expressivas na composic¢ao corporal e
atrofia vaginal (LEITE et al., 2009; KOEBELE, 2016).

Figura 3. Procedimento de remocao bilateral dos ovarios de ratas. a) Ap6s anestesiar o animal previamente,
sdo realizados os procedimentos antissépticos; b) Em seguida é realizada a tricotomia e posteriormente a
incisdo das camadas da pele e do peritdnio; ¢) O ovario é encontrado e exposto; d) E realizada a laqueadura
e posteriormente a remogdo do ovario, bem como sua recolocagao anatdmica, sdo realizadas as suturas
necessarias, 0 procedimento é realizado no lado oposto ao inicial e 0 animal segue para a recuperagdo pos-

cirtrgica. Figura retirada e adaptada de Zarrow et al., 2012.

4.2 Sarcopenia

O termo “sarcopenia”, foi descrito inicialmente por Rosenberg 1988 que, apds
analisar resultados de estudos transversais da capacidade fisioldgica funcional geral na
década de 70, passou a emprega-lo para se referir & diminuicdo progressiva de massa
muscular esquelética e de sua capacidade funcional ao longo do processo de
envelhecimento (ROSENBERG, 1997). O tecido muscular esquelético, por sua vez,
possui como caracteristicas ser um tecido com alta capacidade de adaptacdo e
plasticidade, possibilitando uma série de intervenc¢Bes que visam aumentar ou manter seu
volume e capacidade funcional (GONZALEZ et al., 2016). Segundo Rosenberg (1997),
as perdas geradas neste tecido ao longo do processo de envelhecimento acabam

resultando em outros prejuizos funcionais e metabdlicos como a diminuicdo da
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mobilidade e, por conseguinte da independéncia do individuo e diminuicdo da capacidade
respiratéria. (ROSENBERG, 1997). Dessa forma, o termo sarcopenia de origem da lingua
grega (sarx = carne, penia = perda) tem sido utilizado desde 1988 para referir-se a perda
da funcdo e massa muscular associada a idade, sendo tal evento fisioldgico e/ou
patolégico (ROSENBERG, 1997).

4.2.1. Menopausa e Sarcopenia

Nas mais diversas espécies de mamiferos, sob condi¢Ges naturais as fémeas vivem
mais do que os machos o que também ocorre com seres humanos. Contudo, o processo
de sarcopenia se apresenta de maneira mais precoce no publico feminino. O inicio precoce
da diminuicdo de massa muscular nas mulheres é preocupante sob o contexto da saude,
visto que o tecido muscular exerce um papel central no quesito qualidade de vida
(HORSTMAN et al., 2012; KRAEMER; RATAMESS; FRENCH, 2002). Alguns estudos
concluem que nesses casos a sarcopenia esteja associada a diminuicdo dos estrogénios
(E2) (KANG et al., 2017; MALTAIS et al., 2009; MESSIER et al., 2011).

Esses mesmos estudos, também sugerem que o E2 seja capaz de promover efeitos
diretos no tecido muscular esquelético por meio da ativacdo de seus receptores de
estrogénio (REs) ou ainda de maneira indireta por vias alternativas. O hormonio
estrogénio sinaliza as células do tecido muscular por meio de sua interagdo com o receptor
no citosol, cujo receptor é entdo translocado para o nucleo celular, ligando-se ao fator de
resposta estrogénica para regular sua expressdo génica (RETTBERG et al., 2014).
Existem duas classes conhecidas de REs 0s RE-a e os RE-B, embora haja evidencias da
existéncia de uma terceira classe em humanos, os RE-y, 0s quais em modelos animais, 0
silenciamento ou nocaute indicou uma menor capacidade oxidativa nos animais
(RETTBERG et al., 2014).

Estudos em mulheres, observaram uma diminuicdo acelerada na for¢ca muscular
durante o periodo da perimenopausa (BROWN, 2008). Outros fatores podem influenciar
a perda da funcdo muscular durante o periodo de menopausa, como fatores extrinsecos
que incluem a reducdo dos niveis de atividades fisicas, doencas cronicas, tabagismo,
fatores nutricionais e ambientais, etc. Ha também os fatores intrinsecos, por meio dos
quais ocorrem alteragdes hormonais como a diminui¢do abrupta do IGF, GH e da
testosterona, além do aumento na producdo de EROs, bem como miopatias, processos

inflamatdrios, entre outros (KANG et al., 2017). Sendo assim, 0 E2 é tido como um agente
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regulador da bioenergética, sendo capaz de aumentar a captacdo de glicose pelas células,
de melhorar a sensibilidade a insulina, estimular a atividade de enzimas das vias
glicolitica e oxidativa, aléem de outras vias de sua sinalizacdo as quais levam até as
mitocondrias (RETTBERG, 2014).

Aproximadamente 40% do corpo humano é constituido pela musculatura
esquelética, o trabalho realizado por este sistema grandioso € altamente dependente de
energia, que por sua vez é distribuida na forma de ATP (HALL, 2011). Tal fato remete
aos principais sitios de biossintese de ATP que sdo as mitocondrias, contudo além de seu
importante papel no metabolismo bioenergético, essas organelas também sao
protagonistas na integracdo de sinais, na regulacdo da producdo de EROs e na apoptose
celular (HEPPLE, 2014).

Estudos que envolvem a busca por conhecimentos acerca da viabilidade
mitocondrial sdo sumariamente complexos e estdo em constante aperfeicoamento de
técnicas que visam afastar possiveis erros que embora minimos sejam capazes de
comprometer o estudo investigativo. Desta forma, é preciso considerar as formas de
investigacdo mitocondrial, a fibra muscular estudada, bem como as subpopulagcfes
mitocondriais que variam entre intermiofibrilares ou subsarcolemais, visto que cada uma
possui especificidades inerentes a sua localizacdo e funcdo (MARZETTI et al., 2013;
PICARD et al., 2011). Conforme foi descrito por Picard et al., (2011) técnicas de
isolamento mitocondrial apresentam altos riscos de danificar estruturas demasiadamente
delicadas que levam a altera¢6es no funcionamento mitocondrial. Por outro lado, existem
técnicas mais artesanais nas quais estruturas mitocondriais como 0 citoesqueleto, o
reticulo sarcoplasmatico, e as membranas (externa e interna), etc. ndo sao danificadas,
como na técnica de permeabilizacdo mecénica das miofibrilas (PICARD et al., 2011).
Vale ressaltar que com relacdo a resposta das fibras musculares também existem
especificidades, amostras de fibras musculares de contracdo rapida (glicoliticas) do
musculo esquelético de roedores, apresentaram diminuicdo da capacidade de retengéo de
célcio (Ca?*) (marcador de apoptose), produc&o de perdxido de hidrogénio (H20.) elevada
e por consequéncia de tais eventos, prejuizos na capacidade respiratoria quando comparas
a fibras de contracéo lenta (oxidativas) (PICARD et al., 2011).

Para entender este contexto bioenergético mitocondrial é necessario considerar
que em seres vivos a todo momento a energia € transformada por meio de reacdes

acopladas, sendo que o O, tem um papel central como aceptor final de elétrons e, portanto,
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podera ser utilizado como marcador indireto da funcionalidade da CTE (NELSON; COX,
2013). Assim temos, com os devidos cuidados metodologicos, informacGes importantes
em sua medida de consumo acerca destes importantes componentes respiratorios,
indicando por exemplo, problemas relacionados a bioenergética mitocondrial
(MCARDLE; KATCH, 2010).

Nos seres humanos adultos, em geral, com o passar da idade o consumo de O2em
repouso bem como o consumo méximo de O. diminuem, refletindo na diminui¢do da
sintese de ATP (SHORT et al., 2005). Estudos como o de Welle et al. (2003) apontaram
que bidpsias do musculo esquelético humano de individuos na terceira idade possuiam
uma massa total mitocondrial baixa, quando comparados a individuos mais jovens.

Tais alteragcbes biomoleculares, talvez expliqguem a dificuldade de locomogéo
encontrada em muitos individuos idosos (CRUZ-JENTOFT et al., 2010). O grupo de
pesquisa de Joseph et al. (2016) prop6s um circulo vicioso (Figura 4) entre a disfungéo
mitocondrial e a sarcopenia, propondo que no local onde ha mitocéndrias disfuncionais
havera também um aumento na producéo de EROs e dessa forma, maiores serdo os danos
no DNA mitocondrial (mtDNA), tornando a mitocondria permanentemente menos
eficiente enquanto que a célula se tornara mais suscetivel a sofrer com esse déficit
bioenergético, trazendo sérios prejuizos a sintese proteica, e portanto, guiando individuos
a sarcopenia ou agravando casos no qual a sarcopenia ja esteja presente. Além disso, 0s
mesmos autores citam que outros elementos coadjuvantes séo capazes de agravar ainda
mais esse circulo vicioso, como o fator de transcricdo FOXO-3 e o fator de transcricao
nuclear kappa B (NF-kB), que desencadeiam o aumento da expressdo génica de ativos
relacionados a atrofia muscular, entre eles a atrogina-1 e a MURF-1 (da lingua inglesa,
Muscle Ring Finger-1).
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Figura 4. Disfuncdo mitocondrial como consequente causa da sarcopenia. Alteracfes negativas de maneira
ciclica, justificam porque a disfungdo mitocondrial leva cada vez mais ao aumento da producéo de EROs,
acarretando progressivamente na morte das células musculares, reduzindo sua quantidade e tamanho
predispondo o inicio e agravamento do quadro de sarcopenia. Figura retirada e adaptada de Joseph;
Adhihetty; Leeuwenburgh, 2016.

4.2.2. Sarcopenia, Menopausa e Mitocondria

A diferenciacdo entre sexos da mesma espécie é produto de diferentes formas de
interacbes hormonais, genéticas e comportamentais que resultam em mudangas
fisioldgicas, anatdmicas e cognitivas. Sendo que, por diversas vezes, é determinante para
a etiologia e prevaléncia de algumas doencas, embora ndo obstante tais fatores
biomoleculares que modulam essa distin¢do néo tenham sido totalmente compreendidos
(VENTURA-CLAPIER, 2017).

Quando o assunto é bioenergética e estresse oxidativo, as mitocéndrias também
estdo sujeitas a acdo dessa diferenca entre os sexos. Podemos citar por exemplo, que
segundo um estudo envolvendo modelos animais, conduzido pelo grupo de Justo et al.
(2005) onde verificou-se que em mitocdndrias do figado o teor de proteinas mitocondriais
e a quantidade de cardiolipina sdo mais elevados na populacdo feminina, do que na
masculina. Enquanto que em outro estudo realizado por Marzani et al. (2004) a acao
antioxidante contra o estresse oxidativo no musculo esquelético de mulheres foi maior do
gue nos homens. E de acordo com Gamez-Péres et al. (2012) achados envolvendo ratos
alimentados com dietas hiperlipidicas, revelaram melhor resposta antioxidante, frente ao
processo inflamatdrio de baixo grau gerado pela obesidade, nas fémeas, ao passo que nos

machos foi observado maior biogénese mitocondrial.
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Compreender a acdo do E2 sob a mitocondria e suas diferencas entre sexos da
mesma espécie podera ser de grande utilidade no combate aos quadros de disfungéo
mitocondrial e sarcopenia que tém sido relatados pela literatura cientifica na menopausa.

No momento em que 0 E2 se liga ao seu receptor e sofre translocacdo para o
nucleo da célula, ele passa a interagir com genes especificos responsaveis por aumentar
a transcricdo da proteina co-ativador-1 alfa do receptor ativado por proliferador de
peroxissoma (PGC-1-a), além disso, aumenta a expressdo do NFR-1 (fator de respiracdo
nuclear), que por sua vez possui a capacidade de aumentar o fator de transcri¢cdo
mitocondrial (TFAM, da lingua inglesa mitochondrial transcription factor A); o TFAM
entdo e conduzido até as mitocondrias aumentando a transcricdo de genes mitocondriais
(KLINGE, 2009). Ademais, 0 E2 podera ligar-se a receptores localizados na membrana
celular acoplados a proteina G e ativar o NF-xB, de maneira dependente de MAPK (da
lingua inglesa, mitogen actived protein kinases), que resultam no aumento da transcricao
de genes de importantes enzimas antioxidantes. Sendo assim, mitocéndrias funcionais,
liberam uma quantidade menor de fatores pré-apoptoticos e, por conseguinte ha uma
reducdo na morte celular, preservando tecidos, 6rgdos e até sistemas fisioldgicos. Vale
ainda ressaltar, que mitocondrias femininas apresentam maior capacidade de armazenar
Ca?*, fator este que contribui para a reducdo da liberagio dos fatores pré-apoptoticos
(VENTURA-CLAPIER, 2017).

Conforme foi mencionado até aqui, existem diversas sinalizacbes do E2 que nos
levam até a mitocondria, portanto, ndo € de surpreender-se que a diminuicdo acentuada
deste hormonio ao longo do processo de menopausa, seja capaz de ocasionar a disfuncéo
mitocondrial com efeitos negativos para a célula ou tecido muscular esquelético,
predispondo o individuo a sarcopenia. Neste cenario, Ha (2004) demonstrou um aumento
significativo do estresse oxidativo ndo compensado por um aumento de enzimas
antioxidantes em ratas OV X.

As causas da disfungdo mitocondrial e sarcopenia estéo diretamente relacionadas
ao aumento da producdo de EROs mitocondrial ao longo do processo de envelhecimento,
sendo esta uma das teorias mais disseminadas para explicar o processo de envelhecimento
geral, conhecida como a teoria do radical livre, onde EROs mitocondriais ap0s reagir com
moléculas celulares, causam lesdes celulares como a peroxidacgdo de lipideos, oxidagdo

de proteinas, inativagdo enzimatica, danos no DNA nuclear e no mtDNA, disfuncédo
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mitocondrial e novamente aumento na producéo de EROs, consumando o circulo vicioso
(MARZETTI et al., 2013).

De maneira objetiva, muitos estudos fizeram uma associac¢do entre a disfuncédo
mitocondrial e o aumento da sarcopenia (CALVANI et al., 2013; ROMANELLO;
SANDRI, 2016). Enquanto outros estudos, sugerem que o mal funcionamento no
complexo sistema de fosforilagdo oxidativa pode resultar na reducéo significativa da
sintese de ATP, sendo esta ultima também capaz de levar a sarcopenia (GRAHAM et al.,
1997; SKULACHEYV, 2006). O que ja é amplamente estabelecido é que o E2 é capaz de
melhorar a bateria antioxidante e dessa forma, sua reducdo ou auséncia acarreta um

aumento consideravel do estresse oxidativo (ZHAI et al., 2000).

4.3. Estrutura Mitocondrial

As mitocondrias sdo complexas organelas celulares de heranca
predominantemente materna, possuem formato boleado ou alongado e séo encontradas
imersas no citosol de diferentes tipos de células eucariontes, sendo notadamente vistas
em tecidos como o musculo cardiaco, muasculo esquelético e cérebro, tecidos altamente
adictos ao metabolismo aerdbio. Em sua organizacdo celular encontramos dois tipos de
membranas: a membrana mitocondrial externa (MME) que se caracteriza por ser
altamente permeavel com sua relativa arquitetura lisa e porosa, a fim de possibilitar
processos como a difusdo transmembranar de moléculas relativamente pequenas e ions
advindos do citosol e do espaco intramembranoso. E também encontramos a membrana
mitocondrial interna (MMI) que diferentemente da MME ¢é altamente seletiva a passagem
de ions e pequenas moléculas. Em sua arquitetura encontramos invaginaces,
denominadas de cristas mitocondriais, onde é possivel encontrarmos uma grande
quantidade de proteinas como os complexos enzimaticos da cadeia respiratéria (1, 11, 11
e V), translocases de ADP/ATP, ATP-sintase (complexo V), translocases de fosfato,
proteinas desacopladoras (UCPs), canais de Ca?", canais de K*, entre outros
transportadores especificos para varias moléculas (Figura 5) (NELSON; COX, 2013).

O espaco aquoso existente entre a MME e a MMI é denominado de espaco
intermembranoso e sua composic¢ao quimica € bem similar a do citosol em razdo da MME
ser pouco seletiva a entrada de ions e pequenas moléculas. No interior da MMI
encontramos a matriz mitocondrial, onde ocorrem processos metabdlicos importantes

como a B-oxidacdo dos acidos graxos. Sua composi¢do quimica é bem diferente do espaco
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intermembranoso, isso se da em razédo da alta seletividade da MMI, impedindo que grande
parte dos agentes citosolicos penetrem na matriz mitocondrial (NELSON; COX, 2013).
As mitocdndrias possuem seu préprio genoma, 0 chamado genoma mitocondrial,
sendo ele capaz de replicar-se independentemente do genoma nuclear. Além disso, o
genoma mitocondrial também é o responsavel pela codificacdo de 13 proteinas
constituintes das subunidades dos complexos I, IlI, IV e V da CTE. Estima-se que em
cada mitocondria exista de 2 a 10 copias deste Acido Desoxirribonucléico (DNA), que
por sua vez, é constituido de forma circular com 16.539 pares de nucleotideos
sequenciados, com genes codificantes que realizam a tradugdo das proteinas
mitocondriais (KANG; KIM; HAMASAKI, 2007; NELSON; COX, 2013).

IRibOSS0M O] IMitocondriall

IMoléculal
Mitocondriall ECitosol de)DNANcircular

Figura 5. Representacdo estrutural dos componentes basicos de uma mitocondria. O tamanho e o formato
desta organela pode variar de acordo com o tipo de célula. As mitocondrias possuem duas membranas
lipoprotéicas, sendo a membrana mitocondrial externa (MME) e a membrana mitocondrial interna (MMI),
0 espago aquoso entre essas duas membranas é denominado espaco intermembranoso. A MMI possui
invaginagdes denominadas de cristas mitocondriais, que se voltam para o interior da mitocondria, essa
regido central é chamada de matriz mitocondrial. Na matriz entre outras moléculas e proteinas, encontramos
os ribossomos que sdo responsaveis por sintetizar as proteinas necessarias a mitocondria e também é
possivel notar a presenga de moléculas de DNA em formato circular. Figura retirada e adaptada de Nelson;
Cox (2013).

4.3.1. Cadeia Transportadora de Elétrons (CTE)

A CTE é meio pelo qual o processo do transporte de elétrons advindos da oxidagdo

de fontes de energia complexas como: a glicose, 0s acidos graxos e aminoacidos. Os



26

elétrons provenientes dos substratos citados acima, apos sofrerem a acdo do Ciclo do
Acido Citrico, geram equivalentes reduzidos, que sdo altamente energéticos, entretanto a
liberacdo dessa energia so ocorre quando esses equivalentes séo reoxidados pelo O2 numa
chamada reagdo exergonica, sendo esta energia utilizada para a sintese de ATP, esse
processo é conhecido fosforilagdo oxidativa (FO) (NELSON; COX, 2013). Neste
processo, 0s transportadores constituidos por proteinas integrais de membrana, dispostas
em série trabalham de forma sequencial, essas proteinas apresentam grupos prostéticos
(grupamentos de origem ndo proteica) e funcionam como aceptoras e 1 ou 2 elétrons,
conhecidos como carreadores de elétrons.

Para que a FO ocorra de maneira efetiva, os elétrons altamente energizados devem
transitar pelos complexos proteicos e por seus grupos prostéticos, este deslocamento
constante criard um fluxo energético, que por sua vez fara com que os complexos
proteicos bombeiem protons de dentro da matriz mitocondrial para 0 espaco
intermembranoso formando o chamado gradiente de protons. Dessa forma, a energia do
transito de elétrons é convertida em trabalho, sendo que os prétons bombeados para o
espaco intermembranoso retornam a favor do gradiente de concentracdo através da
enzima ATP-sintase, tornando possivel a producdo de ATP por meio da FO (Figura 6)
(NADEGE et al. 2009; NELSON; COX, 2013).
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Figura 6. CTE em mamiferos. A CTE é constituida por 4 complexos enzimaticos (Complexo I, II, 11l e

IV) e dois substratos intermediarios (coenzima Q e citocromo C), por onde os elétrons fluem. Os
equivalentes reduzidos dinucleotideo de nicotinamida-adenina (NADH+H) e FADH, gerados pelo
metabolismo, por meio de fontes de energia complexas (glicose, AG e aminoacidos) transferem os seus
elétrons aos complexos mitocondriais, a passagem destes elétrons pelos complexos gera um potencial
eletroquimico que conserva a energia bombeando prétons (H*) da matriz para o espago intermembranoso.
Os protons bombeados finalmente sdo utilizados pela ATP-sintase (Complexo V), que por meio de
alteracGes conformacionais sintetiza ATP a partir de ADP + Pi. Figura retirada e adaptada de Nadege et al.,
20009.
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4.3.2. Complexo |

O complexo | é constituido por 47 subunidades diferentes de polipeptidios
agrupados, incorporada a essas subunidades encontramos uma flavoproteina que contém
mononucleotideo de flavina (FMN), agindo como grupamento prostético com cerca de
seis centros de ferro-enxofre. O complexo I por sua vez também é chamado de NADH:
ubiquinona-oxirredutase ou NADH-desidrogenase. No complexo I, o dinucleotideo de
nitotinamida-adenina em sua forma reduzida (NADH) transfere um par de elétrons, que
sdo captados pela FMN, em seguida esses elétrons sdo transferidos, um por vez, ao centro
redox de ferro enxofre (Fe-S) (NADEGE et al., 2009). Estes elétrons deslocam-se por
alguns conjuntos de Fe-S antes de reduzirem a ubiquinona (Q), também conhecida como
coenzima Q, conduzindo estes elétrons até o complexo Il (NADEGE et al., 2009;
NELSON; COX, 2013).

4.3.3. Complexo Il

O complexo I, é responsavel pelo fornecimento de equivalentes reduzidos na
forma de ubiquinol (QH>), além de participar ativamente do sistema de lancadeiras
glicerol-3-fosfato, possui 4 subunidades codificadas pelo nDNA e também é chamado de
succinato-desidrogenase. Assim como o complexo | e os demais complexos enzimaticos
da CTE, possui varios centros redox. Sua acao no sistema de lancadeiras se da da seguinte
maneira, os elétrons advindos do NADH citoso6lico sdo reduzidos a Q, gerando seu
equivalente reduzido, 0 QH2 que por sua vez tem sua quantidade regulada em funcéo das
atividades do ciclo do acido citrico e da B-oxidacdo, alem de ser reoxidado pelo complexo
I1l. Sendo que o complexo Il catalisa a reagéo a seguir: Succinato + Q <> Fumarato +
QH.. E importante nos antentarmos neste ponto, pois a Q pode ser reduzida no complexo
I pelo NADH ou no complexo Il por meio do Flavina-adenina-dinucletideo em sua forma
reduzida (FADH2), sendo que sua forma oxidada o Flavina-adenina-dinucleotideo (FAD)
€ um componente da enzima que catalisa a reacdo anterior. Entretanto, se os elétrons
forem advindos do complexo Il, existira uma perca estequiométrica da sintese de ATP,
afinal ndo teremos o bombeamento de protons (NADEGE et al., 2009; NELSON; COX,
2013).
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4.3.4. Complexo 111

O complexo 111 ou ubiquinol: citocromo c¢ oxirredutase, ou ainda citocromo bcl.
E o responsavel por receber os elétrons do QH; e transferir esses elétrons para um outro
carreador de elétrons, chamado de citocromo C. O QH: por sua vez tem sua
funcionalidade quimica limitada pelos centros de Fe-S, pois 0 mesmo devera doar seu par
de elétrons e os referidos centros conseguem aceitar apenas um unico elétron a cada
transferéncia (NADEGE et al., 2009; NELSON; COX, 2013).

Para ilustrar a passagem de um Unico elétron por vez neste complexo, existe o
ciclo “Q”, que a partir de estruturas presentes no complexo Il chamadas de citocromos
b, com duas subunidades de citocromos bl e bh, e o citocromo c1. A partir da chegada
do QH2 ao complexo 11, 0 QH> realiza a doacdo de seus dois elétrons, sendo um para o
citocromo cl, onde esta presente um centro de Fe-S, enquanto o outro elétron é doado
para o citocromo b, passando primeiro pela subunidade b1 em seguida para a subunidade
bh. Apos ser totalmente oxidado, a Q muda de posicéo e se estabelece no sitio Q. No sitio
Q, a Q recebe um elétron da subunidade bh, essa reacdo a transforma em um ion de carga
negativa (&nion) chamado de semiquinona (QHe). Em seguida, uma outra molécula de
QH2> ira reduzir totalmente a QHe, com seu par de elétrons, a QH2, gerando outro ciclo,
com a diferenca que nesta etapa o citocromo c ira aceitar um elétron de cada e o0s
conduzira respectivamente até o complexo IV. Neste processo, 4 cargas positivas
(prétons) sdo bombeadas da matriz mitocondrial para o espaco intermembranoso, pelo
complexo Ill. Desta forma, o complexo 11, por meio de seu ciclo Q consegue transpor
suas limitagc6es quimicas (Figura 7) (HAMANAKA; CHANDEL, 2009; NELSON; COX,
2013).
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Figura 7. Representacdo de duas etapas do ciclo Q. Setas azuis indicam o trajeto dos elétrons pelo complexo
I11. Enquanto que as setas pretas apontam para a movimentagdo das formas de ubiquinona. Na primeira fase
representada pela imagem a esquerda, no lado N Q é reduzida ao radical QHe e retorna a sua posicéo para
aceitar outro elétron. Na segunda fase ilustrada a direita, o radical QHe é convertido a QH,. Enquanto que,
no lado P da membrana, duas moléculas de QH- sdo oxidadas a Q, liberando dois prétons por molécula de
Q, ao espaco intermembranas. Cada QH2 doa um elétron (por meio do centro de Fe-S de Rieske) para o
citocromo c¢1 e um elétron (via citocromo b) para a molécula de Q adjacente ao lado N. Figura retirada e
adaptada de Nelson; Cox (2013).

4.3.5. Complexo IV

O complexo IV ou citocromo c-oxidase é um complexo enzimatico que possuli
maultiplas subunidades, onde estdo presentes dois centros hemos, sendo um em cada um
dos dois citocromos, trés ions cobre e 13 subunidades proteicas diferentes. No complexo
IV os elétrons séo guiados pelo fluxo energético até o O2, neste momento o citocromo ¢
transfere seus elétrons para a molécula de 02, em seguida, 0 O2 reduzido utilizando-se
de dois ions de hidrogénio (H") provenientes das proximidades é convertido em agua
(H20). Além disso, vale ressaltar que a remogdo desses ions hidrogénio do meio
circundante é extremamente importante para a manutencdo do gradiente quimiosmotico
(NADEGE et al., 2009; NELSON e COX, 2013).

4.3.6. ATP-sintase

Esse grande complexo enzimatico da membrana mitocondrial interna catalisa a
formagéo de ATP a partir de ADP e fosfato inorgénico (Pi), impulsionada pelo fluxo de
prétons do espago intermembrana para a matriz mitocondrial. Este complexo também é
chamado de complexo V ou F1-Fo-ATPase, e é constituido por 10-15 subunidades
distintas. A subunidade F1, periférica de membrana, e Fo (“0” indica sensivel a
oligomicina), integral a membrana. A maioria do ATP celular nos eucariotas é sintetizada
por estas duas subunidades durante a fosforilagdo oxidativa (NADEGE et al., 2009;
NELSON; COX, 2013).
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Em condicdes fisiologicas, a producdo de energia mitocondrial pode alternar entre
dois estados de energia: basicamente, o estado 4, caracterizado por uma respiragéo lenta
e em que ha baixa producdo de ATP (potencial elétrico elevado), enquanto que o estado
3 € caracterizado por uma respiracdo rapida com elevada producéo de ATP (BENARD;
ROSSIGNOL, 2008).

4.3.7. Adenina-nucleotideo-translocase (ANT)

O trocador de ATP, também conhecido como translocase de nucleotideos de
adenina, ou simplesmente por sua sigla ANT é considerada a proteina da MMI mais
abundante, com significativos 10% de representatividade. Esta importante proteina esta
localizada integralmente na MMI e possui como funcdo principal a troca de ADP/ATP,
na proporc¢édo de 1:1, atraves da MMI, o que Ihe confere uma estrutura dimérica composta
por duas subunidades idénticas com peso molecular de 32 kDa. O que confere a esta
proteina dois estados conformacionais diferentes, sendo um citosolico “c” (ANTCc) e 0
outro matricial “m” (ANTm). Além disso, esse carreador estd envolvido em processos
mitocondriais extremamente importantes como o vazamento basal de prétons e a abertura
dos poros de transicdo e permeabilidade mitocondrial (da lingua inglesa: mitochondrial
permeability transition pore - MPTP) (BRAND et al., 2005; DIVAKARUNI; BRAND,
2011; NELSON; COX, 2013).

Para desempenhar sua principal funcdo a ANT basicamente liga-se a uma
molécula de ADP?* presente no espacgo intermembranoso e a transporta para a matriz
mitocondrial, em troca de uma molécula de ATP* presente na matriz mitocondrial,
concomitantemente, transportada para o espaco intermembranoso (DIVAKARUNI;
BRAND, 2011; NELSON; COX, 2013).

Essa permuta é favorecida pela forca proton-motriz, além disso a cada troca essa
proteina antiportadora transfere quatro prétons para fora da matriz, a cada trés que séo
transportadas para dentro. Neste caso, sua acdo é favorecida em razdo do gradiente
eletroquimico transmembrana, visto que a matriz mitocondrial € mais eletronegativa do
que o espago intermembranoso (DIVAKARUNI; BRAND, 2011; NELSON; COX,
2013).
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Em seres humanos, existem 3 isoformas conhecidas a ANT-1, ANT-2 e ANT-3,
com genes 77,79% homdlogos entre si (DOERNER et al., 1997), compartilhando uma
sequéncia tripla de aproximadamente 100 aminoacidos distribuidos em 6 dominios de
membrana compostos por aproximadamente 20 aminoacidos; 3 loops constituidos por
cerca de 40 amino&cidos ficam dispostos no lado matricial, enquanto que 2 loops de
tamanho inferior contendo respectivamente 26 e 18 aminoacidos ficam voltados para o
espaco intermembranoso. As pequenas diferencas entre suas isoformas consistem em
particularidades do metabolismo celular e dos mecanismos regulatérios de cada isoforma
(KLINGENBERG, 1989).

A elucidacdo de aspectos subjacentes a propriedades e mecanismos de
funcionamento dessa proteina, s6 foi possivel gracas a existéncia de inibidores
extremamente especificos. Desses destacam-se os inibidores hidrofilicos atractilato
(ATR) e carboxiatractilato (CAT), que séo responsaveis por ligar-se de maneira seletiva
ao lado “c” da ANT. Enquanto que, outro inibidor especifico, o &cido bongkréico (BKA)
consegue se ligar apenas ao lado “m” do carreador (WEIDEMANN et al., 1970).

Inicialmente Scherer; Klingenberg (1974), observaram mudancas na velocidade
do consumo de O, onde na presenga de inibidores, eram demonstradas curvas de
consumo de Oz com pouca amplitude na transi¢éo do estado respiratorio 4 (repouso) para
0 estado 3 (ativo, apds a adicdo de ADP). Acreditava-se que tal evento ocorria, devido ao
periodo de transicdo entre estes estados respiratorios, entretanto no ano seguinte
Klingenberg; Grebe; Scherer (1975) constataram que os inibidores da ANT
influenciavam efetivamente tais alteracdes, sendo que o CAT e o ATR cessavam 0
aumento da atividade bioenergética mitocondrial induzida pelo ADP, por outro lado o
BKA promovia um aumento discreto o efeito do ATP, corroborando esses dados com
descobertas anteriores, onde foi descoberto que 0 ATR e o CAT inibiam imediatamente
a ligacdo do ADP aos sitios de ligacdo na ANT, enquanto que o BKA promovia um
aumento nesta ligacdo (KLINGENBERG; BUCHHOLZ, 1973).

Das isoformas mencionadas anteriormente, a ANT-1 é a mais abundante, sendo
expressa em tecidos como o musculo esquelético, musculo cardiaco e cérebro. No
musculo esquelético sua inativacdo em camundongos (Ant-1) resultou em niveis elevados
de lactato, hiperproliferagcdo de mitocondrias, aumento de EROs e danos excessivos no
mtDNA, que acabaram por causar miopatias (BRENNER et al., 2008). O grupo de

Esposito et al., 1999 também obteve achados importantes, em roedores geneticamente
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modificados para Ant-1, houve um aumento consideravel nos niveis de EROs, tal cenério
resulta no aumento do estresse oxidativo, que sob estas condic¢des se deu em virtude da
falta de ADP na matriz mitocondrial para ativar a ATP-sintase, dessa forma houve o
acumulo de protons no espaco intermembranoso, que acabara por acrescer a diferencga do
poténcial eletroquimico entre esses nichos mitocondriais e por fim aumentando a
producdo de EROs. Essas descobertas levaram a conceitos aceitos atualmente e séo de

suma importancia para a compreensdo metodolégica do presente estudo.
4.3.8. Carreador de Fosfato (PiC)

O carreador de fosfato inorgdnico mitocondrial (da lingua inglesa: phosphate
carrier — PiC) € uma proteina mitocondrial codificada pelo gene SLC25A3 em humanos.
Esta localizado na MMI e possui como funcdo principal o transporte de fosfatos
inorganicos presentes no espago intermembranas para a matriz mitocondrial. Integra
juntamente com a ANT e a ATP-sintase 0 grupo das proteinas que possuem papel critico
na fosforilacdo oxidativa e consequente producdo de ATP, formando o chamado
complexo ATP sintassoma. Além disso possui duas isoformas denominadas de “PiC-A”
(expresso especificamente no coragdo, musculo liso e no masculo esquelético) e “PiC-B”
(expresso nos demais tecidos) (MAYR et al, 2007; KWONG et al, 2014)

Além de seu papel no metabolismo energético mitocondrial, o carreador de fosfato
tem sido associado na regulacédo da morte celular ao servindo como um modulador ou um
componente direto do poro de transi¢do de permeabilidade mitocondrial. O MPTP é um
canal ndo seletivo que se forma em resposta a sobrecarga de Ca?* e aumento no estresse
oxidativo e por sua vez permite a permeabilidade da membrana mitocondrial interna para
solutos de até 1500 Dalton, levando a perda do potencial da membrana mitocondrial e,
eventualmente inchago, ruptura das membranas mitocondriais e morte celular nédo
programada. Estruturalmente, o complexo MPTP foi proposto como sendo composto pela
ATP-sintase e regulado pela ciclofilina D, ANT e por proteinas pré-apoptdéticas da familia
BCL-2 (Bax e Bak) na membrana mitocondrial externa. Além disso, o carreador de
fosfato também tem sido sugerido como sendo um dos componentes da membrana interna
do MPTP isso por sua capacidade de formar canais inespecificos nas membranas lipidicas
e também pelo fato de que o MPTP é ativado por Pi. E para ressaltar ainda mais sua

importancia o carreador de fosfato interage diretamente com a ciclofilina D na matriz
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mitocondrial, sendo esta Ultima amplamente conhecida como um regulador e componente
do MPTP (KWONG et al, 2014).

4.4. Teoria Quimiosmotica de Mitchell

Para que ocorra a fosforilagdo oxidativa, é imprescindivel a existéncia de um
gradiente de protons na CTE. Esse gradiente é formado a partir da passagem dos elétrons
através dos complexos da cadeia respiratéria possibilitando o bombeamento de ions H*
da matriz mitocondrial para o espago intermembranoso, contra o gradiente de
concentracdo. O retorno desses protons para a matriz € impossibilitado devido a
impermeabilidade da MMI a esses ions, dessa forma o acumulo de protons no espaco
intermembranoso gera uma forca chamada de forga proton-motiva ou gradiente proton-
motriz, que é capaz de estimular a atividade da ATP sintase para fosforilar ADP em ATP.
Esta forca possui duas vertentes de explicacdo importantes, uma narrativa quimica
ressaltando que devido ao aumento na concentracdo de ions H* no espaco intermembranas
uma energia associada atua a fim de equilibrar as concentracfes de protons. E outra
narrativa elétrica, pois a matriz € mais eletronegativa do que o espago intermembranas,
isso faz com que os protons presentes no espago intermembranas sejam atraidos, por
cargas negativas, novamente para a matriz, tornando este gradiente conhecido como
gradiente eletroquimico. O potencial elétrico (Aw) produzido pode chegar a valores de
cerca de -180 mV em estado de repouso, ja o potencial quimico varia de 0 a 1 unidade de
pH (MITCHELL, 1961).

Segundo Nelson e Cox. (2013), sdo necessarios quatro protons para a sintese de
uma molécula de ATP, para tal, cada NADH promove o bombeamento de 10 prétons da
matriz para 0 espago intermembranoso, enquanto que, cada FADH: promove o
bombeamento de seis préotons. Sendo assim, estequiometricamente é possivel afirmar que
cada NADH, por meio da doacgéo de elétrons, possibilita a sintese de 2,5 moléculas de
ATP e cada FADH: possibilita a sintese de 1,5 molécula de ATP, em complexos
respiratorios em que o retorno desses protons esta acoplado a producdo de ATP.
Eventualmente o regresso desses protons para matriz mitocondrial poderd se dar via
outras proteinas que servem também como canais de vazamento de protons, este

vazamento é conhecido por promover o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa e pode



34

ser encontrado na literatura pelo termo respiracdo oxidativa desacoplada da sintese de
ATPs. Entre as proteinas responsaveis por promover o vazamento de protons presentes
no espaco intermembranoso para a matriz mitocondrial, através da MMI, temos as ANTS,
que em virtude de sua quantidade, possui representatividade significativa nesse processo
de vazamento basal de protons (BRAND et al. 2005; NELSON; COX, 2013).

4.5. Musculo Esquelético: Caracteristicas Funcionais

Nos mamiferos, fibras musculares esqueléticas sdo responsaveis por movimentar
0S 0ss0s e produzir movimentos. Esse processo contratil tem inicio milésimos de
segundos antes que 0 movimento se inicie, quando nos centros de controle motor um
estimulo € enviado, via 0s neurénios motores que integram o sistema nervoso somatico,
as fibras musculares estriadas esqueléticas, sendo essas recrutadas de forma ordenada
para que seja possivel executar determinado movimento (HALL, 2011).

Um unico neurdnio motor € capaz de inervar diversas fibras musculares, sendo
esse conjunto chamado de unidade motora. O trabalho das unidades motoras dependera
exclusivamente do movimento exigido, nas contragdes maximas as unidades motoras
recrutadas se contraem de maneira concomitante, a fim de somar trabalho e viabilizar o
movimento. Enquanto isso, em contracfes de esfor¢co subméaximo, as unidades motoras
se contraem de forma progressiva, sendo que a medida em que algumas fibras iniciam o
ciclo de contragédo, outras entram no estado de relaxamento, retardando assim a fadiga
muscular (FLECK; KRAEMER, 2017).

4.5.1. Fibras Musculares Estriadas Esqueléticas

Os musculos responsaveis pela realizagdo dos movimentos respondem
diferentemente as diversas tarefas motoras, isso se deve em razao da especializacdo das
fibras musculares. O tecido muscular estriado esquelético, por sua vez, é constituido por
alguns tipos de fibras que séo diferentes entre si, essa singularidade pode ser notada tanto
em sua composi¢cdo como em sua propor¢do. Basicamente, em sua constituigdo temos
fibras lentas, que sdo especializadas para esforcos de intensidade baixa a moderada e as

fibras rapidas, que séo especializadas na contracdo de movimentos fasicos ou rapidos
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(YANG et al., 1997). Sua proporcéo varia de acordo com a funcéo de cada musculo, além
disso dependera de outros fatores, como a genética e o fendtipo.

Tais conhecimentos sdo de suma importancia para compreender os fenbmenos
associados ao desempenho, bem como a individualidade biolégica de determinado
individuo e dessa forma analisar a capacidade muscular de adaptar-se as mais diversas
atividades, exercicios e sobrecargas impostas pelo treinamento. O grupo de Gollnick et
al. (1972) discorreu de maneira brilhante sobre a classificacdo dos tipos de fibras
musculares, classificando-as em fibras do tipo I, também chamadas de fibras vermelhas,
e fibras do tipo Il, também conhecidas como fibras brancas, sendo essa terminologia
baseada em cores utilizadas com base nas caracteristicas microscépicas de cada tipo de
fibra.

Na década seguinte, Staron e Pette (1987), com base em seus resultados, iniciaram
0 pensamento acerca de uma nova definicdo desses diferentes tipos de fibras. Essa nova
definicdo levava em conta aspectos fisiologicos e bioquimicos, que levaram a seguinte
classificacdo: fibras do tipo | — oxidativas lentas, fibras do tipo Ila — glicoliticas-
oxidativas rapidas ou ainda em fibras do tipo llb — glicoliticas.

No modelo experimental do presente estudo foram utilizadas ratas e de acordo
com Schiaffino et al. (1989) as fibras musculares esqueléticas desses animais sdo
subdivididas em fibras do tipo I, lla, llb e lIx, e embora existam outras defini¢cOes
propostas por outros autores, essa classificagdo é a mais utilizada atualmente. Smerdu et
al. (1994) corroboram que em humanos se diferenciam as fibras do tipo I, Ila e Ilb, sendo
essa definicdo anterior a descoberta das fibras do tipo 11X, entretanto, acrescentam estudos
demonstrando que partes do gene responsavel por codificar fibras do tipo lIx, sdo
expressas previamente por fibras Ilb, sendo o gene responsavel pela expressao de fibras
do tipo Ilb em humanos similar aos genes que codificam fibras do tipo IIx em ratos,
viabilizando desta forma a transposicdo desses conhecimentos entre espécies distintas,
com alto grau de confiabilidade.

Ap0s constatar tais evidéncias, no presente estudo optou-se pela utilizacdo do
gastrocnémio, sendo este, um musculo esquelético com predominancia de fibras do tipo
I1, que por sua vez, sdo mais atingidas pela sarcopenia (ZHONG et al., 2007), além disso,
resultados demonstrados por Monteiro (2019) sob condi¢Ges metodoldgicas semelhantes,

evidenciaram um maior consumo de Oz no musculo em questdo, sendo este diretamente
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associado ao estresse oxidativo em razdo do aumento da atividade proteica mitocondrial
(BRAND et al., 2002).

4.6. Treinamento Resistido (TR)

Nas ultimas décadas, o TR adquiriu certa notoriedade em razdo dos diversos
beneficios relacionados a saude, estética ou aptidao fisica que séo obtidos por meio de
sua prética. Entre tais ganhos funcionais, destacam-se 0 aumento da forc¢a, poténcia e
resisténcia muscular localizada, além de é claro, 0 aumento da area de seccdo transversa
do musculo, ocasionada pelo aumento nos niveis de proteinas contrateis nas células
musculares, sendo conhecida como hipertrofia muscular fisiologica (KRAEMER et al.,
2002).

Sua execucéo consiste na realiza¢do de gestos motores coordenados e sucessivos,
agrupados em fases de trabalho muscular que podem envolver contra¢@es (concéntrica),
alongamentos (excéntrica) ou isometria (isométrica). Tais exercicios, por sua vez, podem
envolver uma Unica articulagdo (monoarticular) ou mais de uma articulagdo
(multiarticulares). Além disso, sua eficacia dependerd da correta manipulacdo dos
componentes da carga de treinamento: intensidade (componente qualitativo), volume
(componente quantitativo), duracdo, densidade, complexidade e frequéncia. Sendo estes
componentes de suma importancia na prescrigdo correta dos programas de TR, a fim de
atingir-se determinados objetivos por meio de adaptacbes agudas e cronicas
(BARBANTI, 1994; KRAEMER et al, 2002; FLECK; KRAEMER, 2017).

Fisiologicamente, esses objetivos sdo atingidos gracas a transducdo de sinais
mecanicos em sinais quimicos promovidos pelo TR. Os resultados da também chamada
mecanotransducdo, sdo interacbes moleculares, entre o ligante e seu receptor. Essas
ligacGes sdo responsaveis por disparar cascatas de sinaliza¢cdes bioquimicas citosolicas e
envolvem diversas vias moleculares, que ap0s serem transcritas, podem resultar na sintese
de proteinas, citocinas ou ainda na expressdo e proliferacdo de receptores (HALL, 2011;
FLECK; KRAEMER, 2017).

Em especial, a sintese de proteinas em células do tecido muscular esquelético,
bem como, a consequente hipertrofia miofibrilar, sdo imprescindiveis para a manutencao
de uma boa salde, além disso, estudos demonstram que o TR é capaz de afetar
positivamente fatores de risco, como: resisténcia a insulina, presséo arterial, metabolismo

da glicose, densidade mineral Gssea, taxa metabolica basal, atividade gastrointestinal e
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nos niveis de gordura corporal. E ainda atuar no combate a doengas como: obesidade,
diabetes mellitus, doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer (WINETT;
CARPINELLI, 2001).

Corroborando com essas evidéncias, BO et al., (2013) sugerem a existéncia de
uma associagdo do metabolismo mitocondrial de reducdo-oxidacao e os danos oxidativos,
sendo que, o exercicio realizado de maneira regular, promove baixos danos oxidativos,
que levam a uma melhora na bateria antioxidante, por meio da ativacdo de importantes
agentes sinalizadores como o PGC-1a, NFkpB ¢ MAPK. Além destas, outros agentes
moleculares sdo capazes de influenciar positivamente em processos mitocondriais
importantes como biogénese, dinamica, mitofagia e apoptose (Figura 8). Sendo assim,
evidente que o TR é uma intervengdo capaz de atuar tanto na prevengdo como no combate

a doencas, no qual o metabolismo redox possa influenciar, como é o caso da sarcopenia.

Célula
muscular Exercicio

i Dinimica

Autefagessoma’ ® @

Figura 8. AdaptacBes mitocondriais geradas pelo exercicio fisico. Importantes vias de sinalizagdo
mitocondriais que sdo moduladas pela pratica de exercicio fisico, sendo que as linhas tracejadas indicam a
interacdo desses quatro processos. Figura retirada e adaptada de Joseph; Adhihetty; Leeuwenburgh, 2016.

Considerando as particularidades para a efetividade do TR, Hornberger e Farrar
(2004), adaptaram um protocolo de TR em animais de experimentacdo e observaram que

o mesmo foi capaz de propiciar adaptagdes funcionais nos animais, semelhantes as
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obtidas em humanos. Em sequéncia, outros estudos utilizaram o modelo translacional
proposto por Hornberger e Farrar de maneira adaptada, semelhantemente ao utilizado no
presente estudo, sendo que o TR se mostrou promissor na reducdo do conteudo lipidico

do figado, dos musculos e do tecido visceral (LEITE

et al., 2009). Em outro estudo conduzido pelo grupo de Prestes et al, (2012) os
pesquisadores concluiram que o TR promoveu a hipertrofia do masculo soleus, enquanto
que, Shiguemoto et al, (2011) verificaram que o TR foi capaz de reverter os efeitos
deletérios da ovariectomia no tecido ¢sseo e promoveu efeitos positivos de
remodelamento do tecido 6sseo de animais intactos, além desses um estudo conduzido
por Monteiro et al, (2019) concluiu que o TR é capaz de prevenir a disfuncdo mitocondrial
e a superexpressdo de proteinas desacopladoras (UCP-3) dos musculos soleus e

gastrocnemius de ratas OVX.

4.6.1. Treinamento Resistido, Menopausa, Sarcopenia e Mitocondria

Atualmente, diversos estudos tém demonstrado efeitos positivos obtidos por meio
da realizacdo treinamento resistido no combate aos efeitos deletérios da menopausa
(DESCHENES; KRAEMER., 2002; PRESTES et al., 2009). Embora o TR seja capaz de
induzir beneficios como o aumento de forcga, hipertrofia muscular (PRESTES et al.,
2009), diminuicdo dos niveis de gordura (DESCHENES; KRAEMER., 2002) e o
aumento da densidade mineral ssea (SHIGUEMOTO et al., 2011). Dessa forma, nos fica
evidente que muitos beneficios do TR, que estejam ocorrendo a nivel celular e molecular
carecem de investigacdo, afinal, diversas vias de sinalizagdo interagem com hormonios
suprimidos pela menopausa, influenciando diretamente e indiretamente a fungédo das
mitocOndrias, tidas como usinas bioenergéticas do corpo humano (GONZALEZ et al.,
2016).

Conforme foi apresentado anteriormente, nesta dissertacéo, o estresse oxidativo €
suficientemente capaz de causar e agravar o quadro de sarcopenia. Enzimas relacionadas
ao sistema antioxidante como a glutationa oxidase e a superoxido dismutase dependente
de manganés (MnSOD), aumentam em resposta ao exercicio fisico. Sendo possivel, que
0 aumento na geracdo de EROs em decorréncia do exercicio fisico, promova essa
regulacdo positiva no sistema antioxidante e por consequéncia beneficie a saude (BO,
2013)
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Grande parte dos estudos enfatizam problemas associados ap0s a producao de
EROs, com respectivas analises de proteinas que compde o sistema antioxidante, sendo
que um numero reduzido de investigagdes visa 0 aspecto preventivo frente a formacéo de
EROs, o grupo de Brand et al. (2005) ressaltaram um evento fisiolégico importante, o
vazamento basal de prétons, sendo este, responsavel pelo consumo de cerca de 50% do
O2 do musculo esquelético perfundido de ratos. No musculo esquelético, a proteina
mitocondrial com maior taxa de vazamento basal de prétons, é a ANT-1, isso se da em
virtude de sua alta quantidade ao longo da MMI (DIVAKARUNI; BRAND, 2011).
Estimativas indicam que o vazamento basal de protons represente cerca de 25% da taxa
metabolica basal, tornando este processo custoso para as células a nivel bioenergético.
Além disso, tais evidéncias nos fazem refletir que esse sistema seja de grande utilidade,
funcionando como uma possivel protecdo ao estresse oxidativo (BRAND et al., 2002;
BRAND et al., 2005).

Buscando respostas e uma possivel associacdo da atividade da ANT-1 e o
exercicio fisico, um brilhante estudo foi realizado, neste estudo camundongos tiveram o
gene responsavel por codificar a ANT-1 nocauteado e foram submetidos a um protocolo
de teste de esforco incremental em esteira, com duracdo de 25 minutos. Entre os achados,
0s pesquisadores demonstraram que as mitocéndrias do musculo esquelético desses
animais mutantes exibiam uma grave diminuic¢do no transporte de elétrons e consequente
acumulo de NADH, aumentando a relagdo NADH + H* / NAD?, além disso observou-se
uma intolerancia severa ao exercicio, impedindo a regulacdo positiva no sistema
antioxidante, o que permitiu concluir que tais mudancas seriam suficientemente capazes
de provocar o acimulo de EROs mitocondriais que contribuiram para o surgimento de
miopatias como a sarcopenia (GRAHAM et al., 1997)

Reforcando essas assertivas, 0 TR se mostrou efetivo na prevencéo da sarcopenia,
com melhora consideravel na fun¢do mitocondrial de ratas OV X, quando comparadas aos
grupos sedentarios (MONTEIRO, 2019). Dessa forma, acreditamos ser inédita a
investigacao sobre uma possivel relagéo entre os efeitos do TR na atividade mitocondrial
da ANT-1 no modelo experimental de ratas OV X.
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5. OBJETIVO

5.1. Objetivo Geral

O presente estudo teve por objetivo principal avaliar os efeitos da ovariectomia e
do treinamento resistido na eficiéncia do Coeficiente de Controle de Fluxo (FCC) e no
consumo de oxigénio durante respiracdo acoplada na porcdo branca do musculo

gastrocnémio (predominio glicolitico) de ratas jovens maduras.
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6. METODOLOGIA

6.1. Animais e condig¢Ges experimentais

Foram utilizadas 40 ratas Wistar adultas (Rattus albinus norvegicus), advindas do
Biotério Central da UFSCar. Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos
em gaiolas coletivas (5 ratas/gaiola) no biotério de experimenta¢do do Laboratorio de
Fisiologia do Exercicio, do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCF) — UFSCar, sob
condicGes constantes de temperatura (22+2°C), ruidos, umidade e iluminacdo em ciclo
invertido (18:30-6:30h: claro; 6:30-18:30h: escuro) e com oferta de a4gua e dieta ad
libitum. Todos os animais apds chegada ao biotério do Laboratério de Fisiologia do
Exercicio - UFSCar permaneceram por trés semanas em processo de aclimatacdo ao
biotério e ao ciclo invertido. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as
legislacBes vigentes e com o guia de cuidados e manuseio de animais laboratoriais dos
Estados Unidos da América, sendo que os mesmos s6 foram iniciados ap6s a aprovacgao
do presente estudo pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de S&o Carlos (CEUA/UFSCar), aprovado sob o n° de protocolo 6331101218.

6.2. Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos randomicamente em quatro grupos experimentais:
Intacto  Sedentario (INT-SED), Intacto Treinamento Resistido (INT-TR),
Ovariectomizado Sedentario (OVX-SED) e Ovariectomizado Treinamento Resistido
(OVX-TR) (Figura 9).

GRUPOS EXPERIMENTAIS
(N=40)

{ |
INTACTO (20) OVX (20)

| I
I | | |

INTACTO (10) INTACTO (10) ovX (10) OoVX (10)
SED TR SED TR

Figura 9: Organograma dos grupos experimentais, INTACTO: ratas intactas, OVX: ratas
ovariectomizadas, SED: grupo sedentario e TR: grupo treinado.
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6.3. Protocolo de Treinamento Resistido (TR)

O protocolo de intervengdo de TR utilizado no presente estudo, foi adaptado a
partir de um modelo proposto por Hornerberg e Farrar (2004), atendendo plenamente as
necessidades analiticas deste trabalho. Inicialmente as ratas foram familiarizadas ao
protocolo de TR conforme o descrito por Prestes et al. (2009).

Para que fosse possivel a realizacdo do protocolo de treinamento, utilizou-se uma
escada vertical possuindo em seu ponto mais alto uma gaiola (20 cm?) (Figura 10). Ap6s
15 semanas de idade completos e trés sessdes de familiarizacéo realizadas, a primeira
escalada consistiu em carregar uma carga de 75% da massa corporal do animal por meio
de pesos colocados em um aparato constituido por tubos cénicos unidos por barbante e
acoplados na porgédo proximal da cauda do animal com a utilizag&o de uma fita adesiva.
A cada subida foram adotados 60 segundos como tempo de recuperagdo ao animal, sendo
que na segunda escalada foi realizada a adi¢do de um peso de 30 gramas.

Este mesmo acréscimo de peso foi repetido em cada escalada até que fosse
encontrada uma carga da qual a rata ndo consiga escalar toda a escada, mesmo apos trés
auxilios manuais consecutivos. Dessa forma, a maior carga carregada de maneira
voluntéria, foi considerada como a Capacidade Maxima de Carregamento (CMC) do
animal. A determinacéo da CMC foi repetida uma vez a cada semana, sempre na primeira
sessdo de treino da semana enquanto que as demais sessdes de TR consistiram em 5
escaladas, com 65%, 70%, 75%, 80% e 85% da CMC do animal com intervalo de 60
segundos entre cada escalada, com frequéncia semanal de trés vezes, contando com a
determinacdo da CMC. Foi dado um intervalo minimo de 48 horas entre as sessdes de
treino. Esta padronizagdo de sessdes de TR foi realizada ao longo de 22 semanas,
totalizando 66 sessdes de TR (Tabela 1).

B) Pesos utilizados; C) Escada utilizada para a escalada.
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Tabela 1: Cronograma do TR, dividido em Adaptac&o: Trés primeiras sessdes de familiarizacdo dos grupos
INT-TR e OVX-TR; CMC: carga maxima de carregamento, realizada na segunda sessdo de treinamento de
cada semana; x: periodo de recuperacao das ratas.

GRUPOS | SEGUNDA [TERCA| OQUARTA [QUINTA SEXTA SABADO
ADAPTACAO - ADAPTACAO - ADAPTACAO -
OVX-TR
SESSAO SESSAO
e ) TREINO ) TREINO )
ADAPTACAO - ADAPTACAO - ADAPTACAO -
INT-TR
SESSAO SESSAO
e ) TREINO ) TREINO )

6.4. Desenho experimental

A Figura 11 traz de forma resumida o desenho experimental do presente estudo
partindo do momento em que 0s animais chegam ao biotério experimental até 0 momento

das eutanasias.

22 semanas
4 semanas 1 semana 3 semanas 1 semana

Chegada dos animais Procedimento Recuperagio e 1? sessdode 66 sessdesde
(Aclimatagiio) Cirirgico familiarizagio TR (CMC) Eutanisia
Ovariectomia
1 més 2 meses 2 meses 2 meses 7 meses 7 meses

Tempo transcorrido

Figura 11. Desenho experimental. Cronologia das etapas realizadas até a eutanasia.

6.5. Preparacéo cirurgica e ovariectomia

Todas as cirurgias foram realizadas no laboratério de experimentacdo da
Fisiologia do Exercicio/UFSCar em consonancia com as normas e diretrizes (nacionais e
internacionais) para pesquisas que envolvam a experimentacdo animal (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL’S, 2011). O procedimento cirdrgico para retirada dos ovarios
das ratas dos grupos OV X foi realizado na 13* semana de vida segundo o modelo proposto
por Kalu (1991), com anestesia intraperitoneal, associando-se 13mg/Kg de xilazina e
33mg/Kg de ketamina base. Os animais intactos ndo foram submetidos ao procedimento

cirurgico.
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6.6. Eutanésia dos animais e coleta dos tecidos

Os animais foram eutanasiados apds 48h da Ultima sessdo de treinamento
resistido. Para a realizacédo da eutanasia todos os animais foram previamente sedados com
anestesia inalatoria Isoflurano 1ml/100g de peso corporal, e ap6s a constatacao do efeito
anestésico a eutanasia se deu por decapitacdo. Imediatamente ap0s o procedimento foi
feita a retirada do muasculo gastrocnémio da pata traseira direita para as analises
respiratorias mitocondriais e da atividade da ANT-1, bem como o gastrocnémio da pata

traseira esquerda que foi armazenado em freezer -80°C.

6.7. Preparacdo das amostras

Imediatamente apds a eutanasia, o musculo gastrocnémio da pata traseira direita
foi colocado em solucdo gelada de relaxamento e preservacdo da bidpsia (BIOPS),
composta por tampéo Ca?*-EGTA 10 mM, com 0,1 uM de célcio livre, imidazol 20 mM,
taurina 20 mM, K-MES 50 mM, 0,5 DTT mM, MgCI2 6,56 mM, ATP 5,77 mM, 15 mM
fosfocreatina, pH de 7,1, considerando um volume total do BIOPS = 1 litro. A fim de
serem separadas porcdes idénticas e em duplicata deste masculo por bidpsia (4 - 8 mg);
que posteriormente foram permeabilizadas por 30 minutos em meio BIOPS contendo
saponina (50ug/mL), em agitacdo constante sobre gelo. Apos 30 minutos, as por¢des em
duplicata foram lavadas em “meio de respiracdo mitocondrial” nimero 5 (MiR05) por 10
minutos (pH=7,0), também em agitacdo constante sobre gelo (KUZNETSOV et al.,
2008).

6.8. Avaliacdo de parametros respiratérios

O consumo de Oz dos musculos permeabilizados foi mensurado em oxigrafo de
alta resolucdo (OROBOROS, Innsbruck, Austria) com MiR05, 37°C, na presenca de
glutamato (10 mM) e malato (5 mM) (GNAIGER et al., 2014). Seguidos de ADP 500
uM, e por titulacbes cumulativas que variavam entre os seguintes inibidores: CAT,
oligomicina e mersalil. Para analise da atividade das proteinas de interesse, foi adicionado
na cuba ADP (adenosina difosfato), para estabelecer o estado 3, entéo a respiracéo foi
sucessivamente inibida por pequenas adi¢bes cumulativas (titulagfes) variando
quantitativamente de 9 — 12 contendo 0,2 uM/mL de CAT até que o estado 4 estivesse

bem estabelecido. A taxa de respiracdo foi calculada por meio do modelo matematico de
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regressdo nao linear, que calcula o coeficiente de controle de fluxo (FCC, da lingua
inglesa flux control coefficients) com base nos pontos maximos, intermediarios e minimos
das titulacbes, conforme a metodologia proposta por Gellerich; Kunz; Bohnensack
(1990). Os resultados foram apresentados em porcentagem (RODRIGUES-SILVA et al.,
2017). Alem disso, nas corridas iniciais foi utilizado o desacoplador quimico Carbonil
cianeto de p-trifluorometoxifenil-hidrazona (FCCP) (RODRIGUES-SILVA et al., 2017).

6.9. Coeficiente de Controle de Fluxo (FCC)

O coeficiente de controle de fluxo (da lingua inglesa flux control coefficients,
FCC) vem sendo amplamente utilizado em investigacOes relativas a fosforilacdo
oxidativa mitocondrial (GROEN et al., 1982; KUNZ et al., 1988). Foi desenvolvido apds
a criacdo da teoria de controle metabdlico proposta por Kacser; Burns, (1973) e Heinrich;
Rapoport, (1974). Em boa parte dessas investigacGes, os pesquisadores utilizaram
inibidores especificos a fim de obter curvas de titulagdo que foram posteriormente
utilizadas na determinagdo gréfica da concentracdo dos sitios de ligacdo do inibidor e
também da inclinagéo priméria, imprescindivel no célculo do FCC.

Dentre as diversas possibilidades de calculo do FCC, no presente estudo optou-se
pela aplicagdo de um modelo matematico de regressdo ndo linear onde se relacionam o
fluxo metabdlico e a concentracdo do inibidor a ser adicionado. Sendo que, a ligagéo do
inibidor devera ocorrer com uma proteina especificadamente envolvida no fluxo
metabdlico total, neste caso a ANT-1, ATP-sintase e o carreador de fosfato, testados
individualmente. Promovendo uma inibigdo ndo competitiva, vale ainda, ressaltar que tal
ligagdo independe dos valores de concentracdo dos intermediarios (GELLERICH et al.,
1990).

6.10. Determinacdo da atividade da ANT-1

Conforme os passos metodologicos descritos anteriormente, a determinacao da
atividade da ANT-1 por meio do FCC, foi realizada por meio da utilizagdo do inibidor
especifico, no caso a CAT, sendo que a dosagem de cada titulacdo que foi de 0,2 uM/mL
(Figura 12).
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Figura 12. Modelo de analise de respiracdo mitocondrial (ANT-1). Respirometria de Alta Resolucao
realizada em bidpsia muscular do Gastrocnémio: Linha Azul: representa o consumo de oxigénio da cuba —
Linha Vermelha: representa a velocidade de consumo de oxigénio do tecido. Estados Respiratorios: Estado
3 (E3) = estimulo respiratério por ADP; Estado 4 (E4) = inibicdo respiratéria titulada por CAT (setas
pretas).

6.11. Determinacéo da atividade do carreador de fosfato

A determinagéo da atividade do carreador de fosfato por meio do FCC,
teve como diferenca apenas o inibidor utilizado, neste caso o inibidor especifico chamado
mersalil (MER), bem como sua dosagem em cada titulacdo que foi de 2,5 uM/mL de
MER.

6.12. Determinacéo da atividade da ATP-sintase

De maneira similar as anteriores, a determinacdo da atividade da ATP-
sintase com base no FCC, foi realizada por meio de seu inibidor especifico a oligomicina

(OLI), sendo que cada titulacdo deste inibidor continha 0,5 pM/mL.
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7. ANALISE ESTATISTICA

Para analisar a normalidade dos dados foi utilizado o teste de Kolmogorov-
Smirnov. Apos as variaveis apresentarem distribuicdo normal, foi aplicado o teste
ANOVA de um caminho (One-Way), seguido do teste Post-Hoc de Tukey com o nivel de
significancia estatistica de 5% (p <0,05). Para comparar a carga maxima de carregamento
da semana 11 com a semana 1 foi utilizado o teste ANOVA dois caminhos (Two-Way) e
da mesma forma para comparar a carga maxima de carregamento da semana 22 com a
semana 11, do mesmo grupo, considerando o nivel de significancia de estatistica de 5%
(p <0,05). Os resultados foram expressos como média * e erro padrdo da média (EPM).
Para analises estatisticas e plotagem dos graficos foram utilizados os softwares

Statistica®, versdo 7.0, e OriginPro®, versio 9.1.



8. RESULTADOS

8.1. Analises de massas teciduais

Conforme apresentado na tabela 2:

Tabela 2: Massa Corporal (MC) e demais tecidos dos Grupos Experimentais
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Gruposz Experimentais INT OovVX

SED TR SED TR
MC Inicial (g) 320,55+10,01 301,11:4,76 33847004 326.78+10.69
MC Final(g) 365,61+*1022 310,08+%6 37 4277052171 | 362,17+£*27 86
M. Gastrocnémio (mg) | 2076,70+90,33 21796472 61 2037 46£7024 | 2291,14+67.10
Utero (mg) 027 4612199 | 1025,09+%15538 | 18337+17.86 | 1421723176
Tibia (mm) 39402 30+0,5 300,35 30+0.4

Valores expressos como Média = Erro Padrdo da Média (EPM), n= 10 animais por grupo. Grupos:
Ovariectomizadas Sedentarias (OVX-SED) e Ovariectomizadas Treinamento Resistido (OVX-TR). Grupos
Intactas Sedentarias (INT-SED) e Intactas Treinamento Resistido (INT-TR). ANOVA One-Way e post-hoc
Teste de Tukey; p<0,05 comparado aos grupos. *Diferenca significativa comparado ao grupo OVX-SED.
+Diferenca significativa comparado ao grupo OVX-SED.

No inicio do periodo experimental, as massas corporais iniciais dos animais foram
similares demonstrando homogeneidade dos grupos. Contudo, apds 22 semanas de
periodo experimental, foi observado aumento significativo no grupo OVX-SED
comparado aos outros 3 grupos (p<0,05). O treinamento resistido foi capaz de prevenir o
aumento de massa corporal do grupo OVX-TR quando comparado ao grupo OVX-SED.
A massa do Gtero foi utilizada para analisar indiretamente o efeito da condigéo estrogénica
dos animais. A massa desta variavel foi menor para ao grupo OVX-SED e OVX-TR
comparado ao grupo INT-SED e INT-TR (p= 0,001). Esta atrofia comprova a eficicia da
ovariectomia (Figura 13). Nao houve diferenca significativa entre o tamanho da tibia

(Figura 14), mostrando que todos animais tiveram crescimento similar
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ovX

Figura 13. Comparacdo do Utero de animais ovariectomizados e intactos; A) OVX-SED; B) INT-SED.
Acervo do préprio autor

Figura 14. Medida da tibia com paquimetro. Acervo do proprio autor.

8.2. Carga méaxima de carregamento

A carga maxima de carregamento durante as 22 semanas de treinamento resistido
evoluiu de maneira similar para ambos os grupos treinados (OVX-TR e INT-TR), nédo
havendo nenhuma diferenga entre os grupos (Figura 15), porém este aumento foi
significativo (p<0,05) comparando a semana 11 com a semana 1 e comparando a semana
22 com a semana 11 (p<0,05).

1000 -

g

g

:
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
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Maxima Carga de Carregamento (g)

Figura 15. Carga Maxima de Carregamento. Grupos Experimentais: Ovariectomizadas Treinamento
Resistido (OVX-TR) e Intactas Treinamento Resistido (INT-TR). Valores expressos como Média * Erro
Padrdo da Média (EPM). ANOVA Two-Way e post-hoc Teste de Tukey; p<0,05; *diferenca significativa
entre semana 11 e semana 1 (p<0,05); #Diferenga significativa entre a semana 22 e as semanas 11 (p<0,05).
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8.3. Consumo de Oxigénio

A Figura 16 apresenta os resultados do consumo de oxigénio tecidual de bidpsia
do musculo gastrocnémio dos animais do presente estudo desse estudo. O consumo de
oxigénio de repouso (estado 2, Figura 16A) ndo apresentou diferenca significativa
(p<0,05) entre os quatro grupos.

No consumo de oxigénio estimulado pela adi¢cdo de ADP (estado 3, Figura 16B),
é possivel observar que a ovariectomia proporcionou diminuicao estatistica significativa
no consumo de oxigénio do grupo OVX-SED (p<0,05) em relacdo a todos 0s outros
grupos. Além disso, também houve aumento (p<0,05) para o estimulo de ADP entre 0s
grupos INT-TR e OVX-TR, quando comparados ao grupo INT-SED.

Na eficiéncia respiratoria mitocondrial (Figura 16C: razdo estado 3/estado 2), o
grupo OVX-SED apresentou eficiéncia respiratoria menor que os demais grupos, com
diferenca estatisticamente significativa para os grupos INT-TR e OVX-TR. N&o houve
diferenga (p<0,05) para o controle respiratorio entre os grupos OVX-TR, INT-TR e INT-
SED.

A Estado 2 — Respiragdo Basal B Estado 3 — Estimulado por ADP

101 50+
9,05 * #

* #
i) 7,97 T 813 ALA4 T s2.08

i I

[pmoll{seg*mg)
:
[pmoli{seg*mg)]

Consumo de Oxigénio
:

Consumo de Oxigénio

X
i

OVX-S8ED OVX-TR OVX-TR

®
I 5,14

34

Razéao de Controle
Respiratério (E3/E2)
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Figura 16. Respirometria de Alta Resolucdo: (A) Consumo de Oxigénio de Rotina ou Basal realizado em
Bidpsia do Musculo Gastrocnémio (E2). (B) Consumo de Oxigénio estimulado por ADP (E3, Fosforilagédo
Oxidativa) realizado em Bidpsia do Musculo Gastrocnémio; (C) Eficiéncia Respiratéria Mitocondrial
(E3/E2). Grupos: 1) Intacto: Intactas Sedentarias (INT-SED) e Intactas Treinamento Resistido (INT-TR);
2) OVX: Ovariectomizadas Sedentéarias (OVX-SED) e Ovariectomizadas Treinamento Resistido (OVX-
TR). ANOVA One-Way e post-hoc Teste de Tukey, p<0,05. *Diferenca Significativa com relacdo ao grupo
OVX-SED. #Diferenca significativa com relagéo ao grupo INT-SED. Valores estdo expressos como Média
* Erro Padrdo da Média (EPM), n= 10 por grupo.



8.4. FCC da ANT-1
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O resultado mais importante do FCC da ANT-1 é a significativa reducdo de

48,17% observada no grupo OVX-SED, comprovando que a ovariectomia reduz

potencialmente a funcdo da ANT-1. Esses resultados sdo contrastados quando

comparados o grupo OVX-SED ao grupo OVX-TR que ndo demonstrou redugéo

significativa mantendo os valores do FCC em 70,86%, sugerindo que o TR foi

responsavel por manter a eficiéncia respiratoria desta proteina elevada. Esses assertivas

acerca do TR sao confirmadas ao compararmos o resultado do FCC dos grupos INT-TR

e INT-SED, onde novamente o TR se mostrou promissor em manter a atividade desta

importante proteina mitocondrial (Figura 17E).
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Figura 17. FCC da ANT-1. Os valores estdo expressos como Média + Erro Padrdo da Média. Grupos: 1)
Intacto: Intactas Sedentarias (INT-SED) e Intactas Treinamento Resistido (INT-TR); 2) OVX:
Ovariectomizadas Sedentarias (OVX-SED) e Ovariectomizadas Treinamento Resistido (OVX-TR).
ANOVA One-Way e post-hoc Teste de Tukey, p<0,05. *Diferenca Significativa com relagdo ao grupo
OVX-SED. #Diferenca significativa com relagdo ao grupo INT-SED, n= 10 por grupo.
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8.5. FCC da ATP-sintase

Neste caso, novamente observamos no FCC do grupo OVX-SED,
respectivamente 54,68%, indicando novamente que a ovariectomia promoveu perda de
funcdo da ATP-sintase neste grupo quando comparado aos demais grupos. Além disso,
notamos que os resultados do FCC dos grupos INT-SED 77,70%, INT-TR 78,54% e
OVX-TR 76,57% foram similares, ressaltando novamente os efeitos deletérios
promovidos pela ovariectomia na ATP-sintase e que a intervencdo TR realizada de
maneira precoce seja capaz de prevenir tal perda de funcdo (Figura 18E).
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Figura 18. FCC da ATP-sintase. 'BE VaTores esthS g)?bresso? EOmo Media® ENS Padrao da Média. Grupos:
1) Intacto: Intactas Sedentarias (INT-SED) e Intactas Treinamento Resistido (INT-TR); 2) OVX:
Ovariectomizadas Sedentarias (OVX-SED) e Ovariectomizadas Treinamento Resistido (OVX-TR).
ANOVA One-Way e post-hoc Teste de Tukey, p<0,05. *Diferenca Significativa com relagdo ao grupo
OVX-SED, n= 10 por grupo.
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Os resultados do FCC do carreador de fosfato ndo demonstraram diferenca,

indicando que a funcdo desta proteina seja similar entre todos os grupos (Figura 19E).
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Figura 19. FCC do carreador de fosfato. Os valores estdo expressos como Média + Erro Padrdo da Média.
Grupos: 1) Intacto: Intactas Sedentarias (INT-SED) e Intactas Treinamento Resistido (INT-TR); 2) OVX:
Ovariectomizadas Sedentarias (OVX-SED) e Ovariectomizadas Treinamento Resistido (OVX-TR).
ANOVA One-Way e post-hoc Teste de Tukey, p<0,05. Ndo houveram diferengas estatisticamente

significativas, n= 10 por grupo.
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9. DISCUSSAO

9.1 Evolucdo ponderal da massa corporal, tecidos e carga maxima de

carregamento

A diminuicdo da massa livre de gordura € altamente prevalente em mulheres pos-
menopausicas e traz consigo prejuizos consideraveis como a redu¢do do condicionamento
fisico associado a reducdo da forca muscular e da capacidade aerobia, bem como
predispde a eventos de risco e ao surgimento de doencas (FLECK; KRAEMER, 2017).
Sendo o TR uma ferramenta efetiva na melhora da composicgéo corporal e de parametros
relacionados a fatores de risco a satde de mulheres pds-menopausicas (BOTERO et al.,
2013).

Modelos OVX sdo amplamente utilizados com o intuito de investigar os efeitos
relacionados a privagdo de hormonios como o 17B-estradiol (PRESTES et al., 2009;
SHIGUEMOTO et al., 2007; BRINTON, 2012). Além disso, existem diversos estudos
que demonstraram gque ha um aumento na massa corporal de animais ovariectomizados e
que a intervencdo TR é potencialmente capaz de controlar este aumento de peso
exacerbado em animais OVX, inclusive evitar a presenca da obesidade nestes animais,
comprovando a eficdcia do modelo de intervencdo escolhido (SHIGUEMOTO et al.,
2007; ROSSINI, 2016; MONTEIRO, 2019).

No presente estudo, o grupo OVX-SED teve um aumento de massa corporal
médio de 89,23 gramas ao longo de 22 semanas, sendo este aumento estatisticamente
significativo quando comparado a todos os demais grupos, que por sua vez, ndo tiveram
diferencas significativas estatisticamente entre si. Além disso, em nosso estudo os Uteros
de animais OVX tiveram suas massas expressivamente reduzidas, quando comparadas
aos animais INT, sendo a diferenca entre estes 2 grupos estatisticamente significativa, o
que confirma o sucesso da intervencdo cirdrgica, considerada como padrdo-ouro no
campo pré-clinico, indicada para investigar os efeitos deletérios associados a privagédo
dos hormonios sexuais, bem como de intervencdes terapéuticas como o TR (KOEBELE,
2016).

Com relagdo ao nosso modelo de TR, vale ressaltar que principios do treinamento
em humanos que embasam todo processo de periodizagdo como: principio da sobrecarga
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crescente, com atualizacdo semanal da CMC; principio da individualidade biologica e
frequéncia (FLECK; KRAEMER, 2017).

Com relacdo a intensidade utilizada em TR, aplicamos percentuais da CMC
divididos em 5 séries de escaladas (65%, 70%, 75%, 80% e 85%), trabalhando 2 vezes na
semana com estes pesos submaximos, e um dia da semana com pesos maximaos, com
subsequente ajuste de uma nova CMC. Isto permitiu que ndo ocorressem excessos a hivel
de treinamento com estes animais, que por sua vez estdo associados a uma baixa
recuperacdo, muitas vezes associada com infecgdes, imunossupressdo e quedas no
desempenho decorrentes da alta carga de trabalho, que resultam em uma diminuicdo na
capacidade de trabalho (FLECK; KRAEMER, 2017).

Apbs essa série de cuidados, observamos em nossos resultados que a média da
CMC de ambos grupos treinados foi estatisticamente significativo na semana 11 em
relacdo a semana 1, e 0 mesmo ocorreu na semana 22 com relacdo a semana 11, ndo
havendo diferencas significativas entre 0s grupos. Isto mostra a evolucéo do desempenho
e a supercompensacdo do modelo de TR realizado. Além disso, outros trabalhos
anteriores de nosso grupo de pesquisa e de outros, ja& comprovaram que este modelo de
TR ¢ capaz de promover hipertrofia muscular e aumento do conteudo de glicogénio
muscular em compara¢do aos grupos sedentarios, contudo ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos nas massas do mdusculo
gastrocnémio (HORNBERGER; FARRAR, 2004; PRESTES et al., 2012).

9.2 Estado 2 — Respiracao de Repouso ou de Rotina

A integridade da funcdo mitocondrial do musculo esquelético é de suma
importancia para a continuidade do bom funcionamento das funcGes exercidas por este
tecido. Sendo esta também, uma peca fundamental para a compreensdo dos fendmenos
associados a perda de funcdo deste sistema, frente a processos complexos como a
menopausa e 0 envelhecimento, responsaveis por prejuizos progressivos ao tecido
muscular esquelético.

Muitos séo os estudos que apontam uma associagao entre a diminuicao dos niveis
séricos de estrogénio e disfungdo mitocondrial (CHEN et al., 2014; ROSSINI, 2016;
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MONTEIRO, 2019), por outro lado a intervencdo mediada pelo exercicio fisico tem se
mostrado promissor na funcionalidade mitocondrial.

Sendo assim, no presente estudo buscamos investigar os mecanismos subjacentes
a disfuncdo mitocondrial em modelos OV X, com e sem a intervengdo do TR, por meio
de medidas diretas da respiracdo mitocondrial em bidpsia do tecido muscular esquelético.

A analise inicial da funcdo mitocondrial das amostras foi do Estado Respiratério
2 (E2), também conhecido como estado de repouso. Isso se da pelo fato de que, no E2
ndo ha adi¢do de ADP, sem o ADP a ATP-sintase consegue ressintetizar o ATP. Portanto,
neste estado ndo ha fosforilacdo oxidativa e a forca préton-motriz € aumentada, fazendo
com que uma quantidade maior de energia seja utilizada pelos complexos da cadeia
respiratdria, para bombear os protons presentes na matriz para o espago intermembranoso,
isso acarreta na diminuicdo da passagem dos elétrons pela cadeia respiratoria, esses
elétrons reduzem o O e sua diminuigédo consequentemente diminui o fluxo de Oz a niveis
que séo determinados pelo vazamento basal de protons. Dessa forma no E2 o consumo
de O2 é determinado por uma estimativa do vazamento de protons que regressam a matriz
pela propria MMI ou por outras proteinas e reagem com o Oz, dando condicdes para que
os elétrons mantenham seu fluxo através dos complexos proteicos da CTE (GNAIGER,
2014).

Os resultados do E2 do presente estudo demonstraram que a velocidade de
consumo de O foi semelhante entre todos os grupos analisados, 0 que nos permite dizer
que neste caso a ovariectomia e 0 TR ndo provocaram alteracdes no de consumo de O2
mitocondrial no E2, tais resultados corroboram com resultados anteriores encontrados em
Nosso grupo para a respiracdo de tecido muscular esquelético (MONTEIRO, 2019). Ainda
sim, observamos neste estudo um aumento no consumo de Oz no E2 no grupo INT-SED,
sendo a média de consumo deste grupo para esta variavel no musculo gastrocnémio de
9,05 (pmol/(seg*mg) vs uma média= 8,18 (pmol/(seg*mg) em relacao aos demais grupos,

contudo verificamos que esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa.

9.3 Estado 3 — Respiracao estimulada por ADP ou Respirac¢édo Acoplada

O Estado Respiratério 3 (E3), também conhecido como estado respiratério

mitocondrial acoplado é uma peca chave para o entendimento da funcdo e do controle
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respiratorio mitocondrial. Tal estado se d& por meio da inducéo da respiracéo ativa, por
meio da adicdo de doses de ADP, o ADP por sua é o combustivel para que haja ressintese
de ATP, gerando um fluxo de prétons para a matriz mitocondrial através da MMI via
ATP-sintase, e dessa forma a reducéo do gradiente eletroquimico da MMI.

Nossos resultados demonstraram que no E3 ocorreu reducdo estatisticamente
significativa na velocidade de respiracdo do grupo OVX-SED (Figura B) comparado ao
seu respectivo grupo controle positivo (INT-SED) e aos grupos treinados (OVX-TR e
INT-TR), evidenciando que a ovariectomia juntamente com o sedentarismo pode vir a
interferir de forma negativa no gradiente eletroquimico da MMI e na atividade de
proteinas como o carreador de fosfato, ANT-1 e principalmente da ATP-sintase,
evidéncias que podem potencialmente prejudicar o pleno funcionamento da cadeia
respiratoria mitocondrial.

Este evento observado no funcionamento da CTE no E3 do musculo gastrocnémio
do grupo OVX-SED foi prevenido pelo TR, isso se torna visivel ao observarmos os
resultados do grupo OVX-TR, em que a taxa de consumo de oxigénio foi semelhante a
do grupo INT-TR. Essas assertivas indicam que o TR é responsavel por aumentar a
capacidade respiratoria mitocondrial deste tecido durante a respiracdo ativa. Um estudo
realizado pelo grupo de Gouspillou et al., (2014) detectou uma diminuicgéo discreta sem
diferenga estatisticamente significativa na respiragdo acoplada (E3) do musculo Vasto
Lateral de idosos fisicamente ativos quando comparados a individuos jovens fisicamente
ativos, fato este que ressalta a efetividade do TR para um bom funcionamento da cadeia
respiratoria.

Em outro estudo conduzido pelo grupo de Jacobs et al, (2013) envolvendo um
modelo de envelhecimento em camundongos, apresentou resultados de andlises
respirométricas interessantes envolvendo diferentes musculos esqueléticos, entre eles o
gastrocnémio, sendo que seus resultados demonstraram um aumento na funcéo
mitocondrial do gastrocnémio em todos os estados respiratérios, comparando-se
musculos de animais jovens com musculos de animais velhos. Esta diminuicdo no
consumo de oxigénio observada no gastrocnémio de animais mais velhos, vai de encontro
a observacdes realizadas em outros estudos feitos com analises do quadriceps, séleo ou
com musculos homogeneizados (SHORT et al., 2003; RASMUSSEN et al., 2003). O
fluxo de acoplamento de elétrons € um preditivo do estresse oxidativo, bem como da
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producdo de enzimas antioxidantes, e pode estar relacionada a um aumento na eficiéncia
do acoplamento mitocondrial durante o E3 (YIN et al., 2010).

Contudo, cabe-nos ressaltar que os estudos supracitados foram conduzidos
utilizando-se mitocondrias isoladas, sendo esta técnica questionada por aumentar 0s
resultados que vao de encontro a disfuncdo mitocondrial no envelhecimento, quando
comparadas a estudos em que as analises foram realizadas por meio de permeabilizacédo
das fibras (PICARD et al., 2011). Por fim, reiteramos que no modelo OV X, envolvendo
andlises respirométricas em fibras permeabilizadas, onde o TR foi escolhido como
intervencao terapéutica, sdo necessarios mais estudos para preencher diversas lacunas

existentes.

9.4 Razdo de Controle Respiratorio (RCR) - Eficiéncia respiratéoria

mitocondrial

Além dos importantes estados respiratdrios citados anteriormente, existe ainda a
razdo de controle respiratorio, que é responsavel por fornecer um dado importante em
ensaios respirométricos, a chamada eficiéncia da fosforilagcdo oxidativa acoplada, esses
valores sdo obtidos pela razéo entre 0 E3 e 0 E2 (GOUSPILLOU et al., 2014). Se a
fosforilacdo oxidativa, e por consequéncia a razdo de controle respiratorio (RCR)
estiverem com seus valores baixos ou reduzidos, ha um indicativo de que a fosforilacédo
oxidativa esteja prejudicando diretamente a capacidade respiratoria mitocondrial
(GNAIGER, 2014).

Os resultados contidos na Figura 18C mostram a reducéo significativa da RCR do
musculo gastrocnémio do grupo OVX-SED com diferenca estatisticamente significativa
guando comparado aos grupos OVX-TR e INT-TR, cendrio este similar ao que
observamos no grupo INT-SED, embora o RCR deste grupo se encontre reduzido, ndo
foram encontradas diferencas significativas estatisticamente. Dessa forma, novamente é
possivel notar a importancia do TR, em manter o RCR em condi¢des normais também no
grupo OVX-TR. De maneira similiar ao estudo do grupo de Gouspillou et al., (2014), que
demonstraram reducéo significativa na RCR no musculo Vasto Lateral de idosos em

detrimento de uma elevagdo na taxa de consumo de oxigénio no E2, a diminuicéo
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significativa na RCR do musculo gastrocnémio no presente estudo, também se deu em

razdo de um aumento na taxa de consumo de oxigénio no E2.

9.5 FCC da ANT-1

O principal achado de nosso trabalho é a diminui¢do do FCC da ANT-1 e da ATP
Sintese em ratas que realizaram a ovariectomia. Com relagdo a ANT-1 que é considerada
a proteina mais abundante na MMI ha uma relacdo direta entre a sua funcdo antiporte de
ADP/ATP em contextos que exijam maior demanda energética como por exemplo no
exercicio fisico (HALESTRAP; BRENNER, 2003; YIN et al., 2010).

Neste sentido a metodologia proposta neste estudo utilizou de forma inéditao FCC
no modelo OVX com a intervencdo TR. O FCC por sua vez, vem sendo amplamente
utilizado em investigacgdes relativas a fosforilacdo oxidativa mitocondrial (GELLERICH
et al., 1990). Nossos resultados apresentaram uma interferéncia direta dos resultados do
FCC quando inibidas com o CAT (inibidor especifico da ANT-1) em ratas OVX-SED em
relacdo a todos os outros grupos, indicando que a ovariectomia teve influéncia direta
nessa resposta independente do grupo analisado.

A maior reducdo da curva observada nos outros grupos indica uma resposta
qualitativa da funcdo da ANT-1 nestes animais. Ainda é importante salientar que nosso
protocolo de TR foi capaz de reverter esse quadro nas ratas OVX-TR, revelando nesse
grupo uma capacidade aumentada em disponibilizar niveis adequados de ADP/ATP,
fazendo a permuta necessaria de substratos energéticos para manter a viabilidade celular.
Visto que o exercicio fisico aumenta a demanda de ATP, e que este aumento em sua
producdo esta diretamente associado a disponibilidade de ADP, em sintese esse sistema
funciona por meio de um complexo formado entre a creatina-quinase mitocondrial
(CQM) com ANT conhecido como complexo de cristas no qual a hidrélise do ATP
recém-formado por meio da CQM fornece energia para a refosforilacdo do fosfato de alta
energia, facilitando a rapida ressintese de ATP (HALESTRAP; BRENNER, 2003;
BRAND et al., 2005; NELSON; COX, 2013; CALBET et al., 2020).

Uma resposta mais eficaz da ANT-1 em todos nossos grupos treinados indica o
potencial efeito regulatério que o TR pode exercer nesta importante proteina

mitocondrial. Desta forma podemos concluir que efeitos adversos observados na
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atividade da ANT-1 do grupo OVX-SED, podem ser prevenidos de maneira eficaz pelo
TR. Outro ponto importante a ser salientado € a funcdo da ANT-1 como reguladora da
viabilidade celular e sua fungdo na abertura do MPTP (BRAND et al., 2005;
DIVAKARUNI; BRAND, 2011; NELSON; COX, 2013).

Isso deve-se ao fato desta proteina controlar a quantidade de ADP mitocondrial,
sendo que baixas concentracdes de ADP mitocondrial estdo diretamente envolvidas na
formacdo do MPTP. Além disso o Ca?* tem grande afinidade pela ANT-1,
especificamente no sitio de cardiolipinas que sofrem mudanca conformacional reativa,
implicando na intermediacdo da ANT e sua possivel disfuncdo nesse processo de
transicdo de abertura do MPTP, eventos estes intimamente relacionados com a apoptose
(HALESTRAP; BRENNER, 2003).

Tais dados embora inéditos, sugerem que além de seu papel central no
fornecimento energético, a ANT-1 desempenhe importante papel na regulacdo e
viabilidade celular. Neste sentido, nossos resultados sugerem que o TR além de aumentar
a atividade da ANT-1 modulando o sistema de fornecimento bioenergético, também pode
exercer um papel modulador em quadros como a sarcopénia de acordo com sua

funcionalidade.

9.6 FCC da ATP-sintase

Com relacdo a ATP-sintase, proteina responsavel pela produgdo de energética
mitocondrial observamos uma queda em sua atividade na resposta do FCC no grupo
OVX-SED mostrando que a ovariectomia também afetou esta proteina. Além disso,
nossos resultados demonstram que o TR impactou diretamente a fungdo da ATP-sintase,
0 que pode ser observado ao compararmos o grupo OVX-SED e OVX-TR, onde
demonstramos um valor maior do FCC para o grupo treinado. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa nos outros grupos revelando que a intervencdo cirurgica
afetou diretamente a funcéo dessa proteina. No contexto de obesidade, outro trabalho de
nosso grupo (MONTEIRO, 2019) corrobora com os resultados observados neste estudo,
evidenciando tal evento em ratas do grupo OVX-SED, isto pode estar diretamente
relacionado a atividade da ATP-sintase. Em outro estudo foi observado que a obesidade

foi capaz de prejudicar a sintese da ATP-sintase no musculo esquelético de humanos
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obesos, reduzindo, por consequéncia, a capacidade de sintetizar ATP (TRAN etal., 2019).
De maneira similar, nossos resultados trabalho também sugere existir essa associagao.
Contudo, ndo € de nosso conhecimento existirem outros trabalhos que realizaram a
utilizacdo da metodologia do FCC especificamente nessa conjuntura de intervencéo

apresentada em nosso trabalho.

9.7 FCC do Carreador de fosfato

No caso do carreador de fosfato os resultados ndo apresentaram diferencas com
nivel de significancia estatistico, o que ressalta a integridade desta proteina no transporte
simporte de fosfato e no vazamento basal de protons, atividade importante para manter
as tensdes de O., bem como de promover a manutencdo do potencial eletroquimico da
MMI.
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10. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitem-nos concluir que a
ovariectomia diminui a eficiéncia do FCC, afetando principalmente o funcionamento da
ANT e da ATP-Sintase do musculo gastrocnénio de ratas maduras jovens. Como
consequéncia ou causa correlata (?), a ovariectomia diminui 0 consumo de oxigénio na
respiracdo acoplada. Ambas analises, associadas ou consequentes, afetam diretamente a
funcdo mitocondrial do musculo gastrocnémio de submetidas a ovariectomia. O
Protocolo de Treinamento Resistido proposto foi capaz de prevenir e melhorar a funcéo
mitocondrial dos animais treinados, tanto ovariectomizados como intactos.

Portanto, o Treinamento Resistido parece-nos ser uma ferramenta n&o-
farmacoldgica importante e eficaz para a manutengdo da fungdo mitocondrial do musculo
esquelético, e consequente preservacao de forca e fungdo muscular de mulheres na pds-

menopausa.

10.1 Perspectivas futuras

Em vista disso, deseja-se que este trabalho possa nortear davidas futuramente e
gue os conhecimentos aqui produzidos, possam ser revertidos em pesquisas envolvendo
seres humanos, com enfoque na disfun¢do mitocondrial e seus possiveis mecanismos
regulatdrios, bem como o papel de importantes proteinas mitocondriais como a ANT-1 e
a ATP-sintase, estas ultimas responsaveis por modular de maneira direta 0 cenério
bioenergético, estando cada vez mais presentes em estudos sobre doencas observadas no

periodo da po6s-menopausa.
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12. ANEXOS

12.1. Certificado CEUA

Pro Reiltoria comisséo de Etica no Uso de Animais o2
§ Universidade Federal de Séo Carlos
8 Pesquisa I.II 2 Scar

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "MENOPAUSA E BIOENERGERTICA MITOCONDRIAL: EFEITOS DO TREINAMENTO RESISTIDOD
(TR} SOBRE A BIOGENESE, FUNGAD E DINAMICA MITOCONDRIAL EM RATAS OVARIECTOMIZADASO TR pode proteger a disfuncdo
mitacandrial promavida pela OVX?", protocolada sob o CEUA n® 6331101218 gnoni13s), sob a respansabilidade de Gllberto Eiji
Shiguemoto e equipe; josé de Castro Souza Neto jinior; Alyson Roberto Batista Monteiro; Ana Laura Dutra Coelho; Diego Felipe
Cavalini; Gabriel Carfas Goulart Scariato; Katiany Thays Lopes Zangrando, Stéfanie Hansen Paes - que envolve a producdo,
manutencac efou utilizacdo de animais pertencentes ao file Chordata, subfile Vertebrata {excete o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensing - estd de acorde com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de gutubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pele Conselho Nacional de Controle da Experimentagac Animal {CONCEA), e fai
aprovada pela Comissao de Etica no Usa de Animais da Universidade Federal de Sdo Carlos {CEUAJUFSCAR) na reunian de
07/03/2019.

We cerlify that the proposal "MENOPAUSE AND MITOCHONDRIAL BIOENERGETICS: EFFECTS OF RESISTANCE TRAINING ON
MITOCHONDRIAL BIOGENESIS, FUNCTION AND DYNAMICS IN OVARIECTOMIZED RATS Can TR protect mitechondrial dysfuntion
promoted by OVX?", utilizing 80 |sogenic rats {80 females), protocol number CEUA 6331101218 yo oe1138), under the responsibility
of Gilberto Eiji Shiguemoto and team; fosé de Caslro Souza Neto finior: Alyson Roberto Batista Monteiro: Ana Laura Dulra
Coelho; Diego Felipe Cavalini; Gabriel Carios Goulart Scariato; Katiany Thays Lopes Zangrando; Stéfanie Hansen Paes - which
invalves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chaordata, subphylum Vertebrata (except
human heings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of Qctober 8§, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation {CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sao Carlos {CEUA/UFSCAR]) in the meeting of
03/07/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 01/2019 a 03/2020 Area: Ciéncias Fisioldgicas
Qrigem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Ratos isogénicos sexo: Fémeas idade: 8 a 12 semanas N: 80
Linhagem: rattus f wistar Peso: 200 a 260 ¢

Lecal do experimento: Biotério de Experimentacao do Laboratério de Fisiologia do Exercicio Experimental

Sao Carles, 11 de margo de 2019

wcwﬂdws—t QQ,...,. CR-SIQY

Prafa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Prafa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comissaao de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Carlos Universidade Federal de Sao Carlos

Rodowia Washington Luls, ¥Km 235, Balro Monjolinhe - CEP 13565-205 580 Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351-0028
Herdrio de atendimento: 20 a 6% das Bh s 12h ¢ das 18h s 16h : e-mail: ceua@ulscar.be
CEUA N 6331101218



12.2. Tabela nutricional (racéo para roedores)

TABELA NUTRICIONAL

Umidade (Max) 13%
Proteina Bruta (Min) 23%
Extrato Etéreo (Min) 4,5%
Matéria Fibrosa (Max) 5%
Matéria Mineral (Max) 10%
Caélcio (Min) 12g/Kg
Caélcio (Méax) 13g/Kg
Fasforo (Min) 8,59/Kg
Sédio (Min) 0,27%
Lisina (Min) 12,59/Kg
Metionina (Min) 25,59/Kg
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