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RESUMO

O estrogénio é um hormonio esterdide conhecido por representar um papel
relevante nos eventos celulares do desenvolvimento, manutencdo da fisiologia do corpo e
acbes moduladoras no sistema nervoso central (SNC) durante a vida. O objetivo do
presente estudo foi investigar o efeito da ovariectomia (OVX) e da intervencdo do
treinamento de forca sobre as concentracOes teciduais de dopamina (DA) e serotonina (5-
HT) nas Vias Nigroestriatal e Mesolimbicas em ratas. Além disso, verificar parametros
comportamentais de atividade exploratéria em ambiente novo, nos testes do labirinto em
cruz elevado (LCE) e campo aberto (CA). Ratas fémeas foram divididas em quarto grupos:
Sedentario (Sed-Intacto); Sedentario ovariectomizado (Sed-OVX); Treinado intacto
(ExCronico-Intacto); Treinado ovariectomizado (ExCronico-OVX) (n = 10 por grupo). Foi
realizado um periodo de 12 semanas de treinamento de forca que consistia em subidas em
uma escada vertical de 1,1 metros, com peso atado a cauda. As sessdes foram realizadas
uma vez a cada trés dias com 4-9 subidas e 8-12 movimentos por escalada. A OV X causou
alteracOes na concentragdo tecidual de DA e 5-HT nas Vias Mesolimbica e Nigroestriatal .
No entanto o treinamento de for¢a ndo foi capaz de reverter essas alteracdes. Nos testes
comportamentais foi observado comportamento de ansiedade e decréscimo da atividade
exploratdria dos animais submetidos ao treinamento, independente da OV X. Os resultados
deste estudo mostram que o estado de OV X altera as concentragdes teciduais de DA e 5-
HT, no entanto essas alteracdes parecem depender do tipo de receptor e da sua distribui¢éo

topografica. O treinamento de forca ndo foi capaz de reverter essas alteracoes.

Palavras-chave: ovariectomia; dopamina, serotonina, Via Mesolimbica e Via

Nigroestriatal.
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ABSTRACT

Estrogen is a steroid hormone known to play a role in cellular events important
for development, maintenance of body physiology and modulatory actions on central nervous
system during life. The aim of this study was to investigate the effect of ovariectomy (OVX)
and the intervention of strength training on the tissue concentrations of dopamine (DA) and
serotonin (5-HT) in the nigrostriatal and mesolimbic pathways in female rats. Also, check
behavioral parameters of exploratory activity in novel environment, in testing of the plus
maze (EPM) and open field (CA). Female rats were divided into four groups: Sedentary (Sed-
Intact), ovariectomized Sedentary (Sed-OVX) Trained intact (Intact-ExCrénico) Trained
ovariectomized (OVX-ExCronico) (n = 10 per group). We conducted a period of 12 weeks of
strength training which consisted of increases in a vertical ladder of 1.1 meters, weight tied to
its tail. The sessions were held once every three days with 4-9 and 8-12 uphill climb for
motion. The OVX caused changes in tissue concentrations of DA and 5-HT in the mesolimbic
and nigrostriatal pathways. However strength training has not been able to revet these
changes. In behavioral tests of anxiety were observed behavior and decrease the exploratory
activity of rats in the independent training (OVX). The results of this study showed that OV X
alters the state of the tissue concentrations of DA and 5-HT but these changes seem to depend
on the type of receptor and its topographic distribution. Strength training has not been able to

reverse these changes.

Keywords: ovariectomy; dopamine, serotonin, the mesolimbic pathway and nigrostriatal.



1 INTRODUCAO

O estrogénio € um hormonio esterdide conhecido por representar um papel
relevante nos eventos celulares do desenvolvimento e manutencdo da fisiologia do corpo
durante a vida. Devido sua acdo em uma grande variedade de marcadores teciduais, sinaliza e
regula multiplas funcBes, exercendo influéncia sobre as caracteristicas sexuais femininas,
ciclo menstrual, desenvolvimento 6sseo, equilibrio do perfil lipidico, entre outras funcbes
sistémicas (MORISSETTE et al., 2008; GUYTHON; HALL, 2002).

Assim, ao longo da vida, o estrogénio esta envolvido em varias acbes
bioldgicas incluindo acBes no sistema nervoso central, atuando no periodo critico do
desenvolvimento embrionario de diferenciacdo sexual. Parece exercer efeitos permanentes
relacionados a diferenciacdo organizacional do sistema nervoso central (SNC) entre machos e
fémeas (VELISKOVA, 2007; MCEWEN et al, 2002; SANCHEZ at al, 2010). Durante esse
periodo, o estrogénio atua como um fator de crescimento modulando a plasticidade e
diferenciacdo neuronal e continua a modular a funcdo neuronal ao longo de toda a vida
(SANCHEZ et al, 2010). Estudos correlacionam o papel do estrogénio na manutencio da
funcdo encefalica, modulacdo da locomocdo, cognicdo e do estado mental (CARRE;
CAMBIASSO, 2002; MAGGI et al., 2004; MORISSETTE et al., 2008). QOutros estudos
relatam que o estrogénio altera estratégias cognitivas por modular a regulacdo da funcédo
dopaminérgica estriatal, (QUINLA et al, 2008).

O papel neuroprotetor do estrogénio tem sido amplamente documentado em
modelo animal de desordens neuroldgicas (AMANTEA et al, 2005). De acordo com Cry
(2002), o estrogénio modula a atividade no encéfalo, induzindo beneficios nas doencas de
Parkinson e Alzheimer. Deste modo, varios efeitos tém sido sugeridos pelas a¢bes benéficas
do estrogénio, incluindo sinaptogenese, protecdo contra apoptose, atividade antiinflamatdria e
aumento do fluxo sanguineo enceféalico (MAGGI et al, 2004; GARCIA-SEGURA et al, 2001;
AMANTEA et al, 2005). Além disso, varios neurotransmissores sdo modulados pela agdo do
estrogénio, incluindo  serotonina, dopamina, glutamato, GABA, acetilcolina,
conseqiientemente modulando fungBes cognitivas, humor e certos aspectos do comportamento
locomotor (MORISSETTE et al., 2008; GRIGORIADIS; SEEMAN, 2002; McEWEN;
ALVES, 1999; McCEWEN et al , 2002)



Neste sentido, a literatura investiga a influéncia do estrogénio sobre o sistema
dopaminérgico hipotalamico bem como as regides extra hipotalamicas do encéfalo que
controlam o movimento e o comportamento de humanos e animais (SANCHEZ, 2010). O
estrogénio modula o sistema dopaminérgico, produzindo efeitos em diferentes niveis, celular,
comportamental e em vérias etapas da neurotransmissdo dopaminégica como: enzimas
envolvidas na sintese e degradacdo da dopamina (DA), liberacdo de DA, transportador de DA
(DAT), transportador vesicular de monoamina 2 (VMAT2), nos subtipos de receptores
dopaminérgicos, bem como a ligacéo de receptores de DA aos seus segundos mensageiros (DI
PAOLO et al, 1994; BACKMAN et al, 2006).

De modo semelhante, a literatura relata a acdo do estrogénio sobre os
neurbnios serotonérgicos. BETHEA et al., (2002), descreve que sdo encontrados receptores de
estrogénio nos corpos celulares de neurbnios serotonérgicos nos nucleos da rafe, principal
fonte de inervacdo serotonérgica do SNC. O estrogénio é capaz de alterar a expressao dos
genes que codificam a enzima triptofano hidroxilase (TPH), o transportador de serotonina
(SERT), ou o gene do auto receptor 5HT14, bem como o0s genes que codificam as fosfatases,
as quinases e proteinas acessorias. E ainda podem agir tanto sobre os neurbnios
serotonérgicos ou sobre neurdnios alvo que contém receptores cognatos que regulam a
expressao da monoaminaoxidase (MAO), conseqlientemente afetando a degradacao de 5-HT.
Além disso, o estrogénio poderia regular a expressao de 14 diferentes genes dos 13 tipos de
receptor de 5-HT acoplados a proteina G ou a proteina em qualquer célula alvo que expresse
qualquer uma das isoformas de receptor de 5-HT. O estrogénio parece atuar apenas nos
reptores de SHT acoplados a proteina G, todavia além desses receptores metabotrébicos o
receptor 5HT3 é ionotropico ( ALEX; PEHEK, 2007)

Entretanto, o estrogénio se mostra capaz de neuromodular tanto a acdo da DA
quanto da 5-HT. E, além disso, de acordo com, DI GIOVANNI (2010), a 5-HT interage com
a DA para neuromodular sua acdo, na Via Nigroestriatal e na Via Mesolimbica. Desta
maneira, neurénios serotonérgicos provenientes dos nucleos dorsal e medial da rafe enviam
projecbes para corpos celulares dopaminérgicos na Substancia Negra (SN), na Area
Tegmentar Ventral (ATV) e para suas respectivas areas terminais no Caudado Putamen (CPu)
e Nucleo Accumbens (NAc) (AZMITIA et al., 1978; VAN DER KOOY et al., 1980; DI
GIOVANNI et al., 2010). Assim a 5-HT pode neuromodular a acdo da DA, porém essa
neuromodulacdo pode representar um papel dual e antagbnico, dependendo da ativacdo, ou



ndo, dos receptores das aminas envolvidas e da interacdo entre elas. (DI MATTEO et al.,
2002). Dados eletrofisiologicos e neuroquimicos mostram que a 5-HT pode exercer
complexos efeitos na atividade de neurdnios mesencefalicos dopaminérgicos mediado pelos
seus varios subtipos de receptores (ALEX; PEHEK, 2007).

Neste sentido, varios estudos tém investigado a acao dos receptores 5-HT no
sistema dopaminérgico. No que diz respeito & modulagdo na Via Nigroestriatal, ha evidencias
que agonistas de 5-HT,a 3,4 methylenedioxymethamphetamine induz a liberacdo de DA na
SN e CPu (GUDELSKY et al., 1994; DI MATTEO et al., 2002). A acéo excitatoria da 5-HT
sobre a DA na SN e CPu, estimula a liberacdo de DA. Por outro lado, na Via Mesolimbica, ha
uma maior agdo serotonérgica ligando-se a receptores 5-HT,c, mediando efeitos inibitdrios
sobre a atividade elétrica dos neur6nios dopaminérgicos e liberacdo de DA (DI GIOVANNI et
al., 2010; DI MATTEO et al., 2001; POMPEIANO et al., 1994; EBERLE-WANG et al.,
1997; ABRAMOWSKI et al., 1995).

Embora a interacdo entre 5-HT e DA tenha sido extensivamente estudada,
ainda h& questdes a serem esclarecidas. Neste sentido alteragcbes nas monoaminas encefalicas
DA e 5-HT tem sido relacionadas a etiologia de desordens do sistema nervoso central tais
como, Parkinson, Alzheimer, Esquizofrenia, Depressdo, Sindrome Pré Mestrual e Depressao
P6s Natal (DI GIOVANNI et al., 2010; ALEX; PEHEK, 2007; MORISSETTE et al., 2008;
DI MATTEO et al., 2001). Além disso, 0s baixos niveis de estrogénio, que sao relacionados
com o periodo da menopausa, tém sido relacionados como um periodo que predispde ao fator
de risco para o desenvolvimento de tais patologias, devido ao decréscimo da neureoprote¢do e
neuromodulcdo atribuidos ao estrogénio. (KUPPERS et al., 2000; SANCHEZ et al, 2010;
ALEX;.PEHEK, 2007).

O periodo em que ocorre decréscimo nos niveis estrogénicos € caracterizado
pela literatura epidemioldgica como menopausa. Neste periodo ocorre a auséncia do ciclo
menstrual (amenorréia) por pelo menos 12 meses consecutivos (HARLOW e SIGNORELLO;
2000). Esse processo se deve a quantidade escassa de foliculos no ovario, o que é insuficiente
para manter o ciclo menstrual (VOORHUIS, ONLAND-MORET et al, 2010). Este periodo
define o fim do periodo reprodutivo da mulher (FADDY e GOSDEN 1996). Segundo TE
Velde; Pearson (2002), a idade para o inicio da menopausa varia amplamente entre as

mulheres, sendo que a idade média de ocorréncia esta entre 40 e 60 anos.



Outro aspecto importante na caracterizagdo da menopausa € o declinio natural
dos horménios ovarianos, principalmente o estrogénio (MALTAIS, DESROCHES et al.,
2009). Este declinio tem sido associado com o aparecimento de sintomas como ondas de
calor, suor noturno, distarbios de sono, aumento da freqiéncia urinaria, déficit de memoria,
ansiedade, depressdo e maior incidéncia de patologias neuroldgicas (NACHTIGALL, 1998;
CYR, 2002; CYR,2002, MORISSETTE et al., 2008) Além disso, é evidenciada pela literatura
a influéncia da menopausa sobre varios 6rgdos e sistemas (DUZENLI, OZDEMIR et al.
2007).

Experimentalmente, a menopausa pode ser mimetizada por meio da retirada
dos ovérios de ratas, e estd associado com o aumento do risco de desenvolvimento de doencas
coronarianas, diabetes mellitus, perda de musculo esquelético (sarcopenia), perda de massa
mineral 0ssea (osteopenia) (SHIGUEMOTO et al, 2007), mudancas da composi¢do corporal,
perfil lipidico, deposicdo de gordura (LEITE et al, 2009), aumento de marcadores
inflamatérios (PRESTES et al, J. 2009) e diminuicdo da atividade fisica (KEMMELER,;
LAUBER, 2004). Atualmente existe uma crescente preocupacao com os efeitos da menopausa
devido ao aumento dos fatores de risco para o desenvolvimento de patologias. Nesse sentido,
terapias com o objetivo de prevenir e reverter essas mudancas inclui a reposicdo hormonal,
dieta e exercicio fisico (LATOUR et al., 2001).

A terapia de reposicdo hormonal (TRH) é prescrita para suplementar as
concentragbes diminuidas de horménios ovarianos. Em contrapartida, a TRH ndo é
universalmente aceita, principalmente pelas contra-indicacdes, baixa adesdo, relutancia e
aversdo por parte de algumas mulheres (devido aos efeitos colaterais) e ainda a possibilidade
do desenvolvimento de alguns tipos de cancer (TAYLOR, 1997; MORAN et al., 2007).

A literatura reporta que TRH é capaz de reverter quadros de obesidade,
resisténcia a insulina, diminuicdo da ingestdo de alimentos, depésitos de gorduras e ainda
promover mudancas no perfil lipidico (SUBBIAH, 1998; LIU, 1994) podem também prevenir
a sarcopenia e osteopenia (SPILA et al, 2001; SORENSEN et al, 2001, GORZEK et al, 2007).
Além de reverter sintomas motores, cognitivos e emocionais. (VEGETO et al, 2008;
BOURQUE et al, 2009; SANCHEZ et al, 2010)

Outra possibilidade de tratamento € o consumo de alimentos com alto teor de

fitoestrogénios, encontrados principalmente na soja, que visa combater os sintomas e doencas



relacionadas a menopausa. As recomendagdes para 0 consumo destes tipos de alimentos se
baseiam no fato da reducéo dos sintomas da menopausa, melhora da funcédo cardiovascular e
0ssea (GALLO et al., 2005).

Associado as recomendacdes citadas, o exercicio fisico também tem sido
prescrito como uma intervencdo ndo-farmacoldgica para prevenir e reverter os efeitos da
ovariectomia e menopausa (KEMMLER et al., 2004; CORRIVEAU et al., 2008). O exercicio
melhorara pardmetros funcionais e fisicos como a composicdo corporal, forca muscular,
capacidade cardiorrespiratoria e densidade mineral 6ssea (ELAVSKY; MCAULEY, 2009).
Além disso, uma gama de estudos tem sido dirigida para a regulacdo da atividade fisica na
neurogenese do encéfalo adulto e no envelhecimento encefalico (FABEL; KEMPERMANN,
2008), melhora a fungdo cognitiva e o0 estado de humor (PRAAG, 2008).
Complementarmente, estudos em roda de corrida tém mostrado efeitos antidepressivos do

exercicio em modelo animal. (BRENE et al, 2007).

Diversas modalidades de exercicios sdo recomendadas para promover a
melhora destes parametros como, por exemplo, exercicios continuos e intervalados
(caminhadas e corridas), exercicios de flexibilidade e o treinamento de forga. Entretanto, o
treinamento de forca ainda ndo é comumente utilizado como uma intervencao terapéutica no
tratamento da menopausa (BROCHU et al., 2009).

Estudos do nosso laboratério com ratas OVX submetidas a intervencdo do
treinamento de forca, mostrou efeitos benéficos sobre varios 6rgaos e sistemas como reducédo
do perfil lipidico de ratas OVX (LEITE et al., 2009), na atividade das MMP-2 da matriz
extracelular do tenddo (PEREIRA et al, 2010), na atividade da MMP-2 no mausculo
esquelético (PRESTES et al., 2009). Adicionalmente em mulheres menopausadas, 0
treinamento de forca foi benéfico para o sistema imune e for¢ca muscular, atribuindo uma

melhor qualidade de vida a esta populacdo (PRESTES et al., 2009).

No entanto, ha uma lacuna na literatura em relacdo ao efeito de treinamento
forca em alteragbes ao SNC. Estudos que investigaram os efeitos do exercicio no SNC
utilizaram o protocolo de treinamento aer6bio como roda de corrida voluntaria. De acordo
com Meeussen, (2005; 1995) o exercicio é capaz de promover mudancas na sintese e
metabolismo de monoaminas durante o exercicio, no entanto ha uma discrepancia de

resultados em relacdo aos protocolos (Meeussen, 2001), pois, tem sido relatado que exercicio



aerdbio por si s6 ndo é capaz de reverter ou minimizar os efeitos dos baixos niveis de
estrogénio (GORZEK et al, 2007; BERCHTOLD et al, 2001).

Frente as pesquisas encontradas na literatura e apoiando-se nos resultados do
nosso laboratorio, o presente estudo prop6s investigar o efeito do treinamento de forca, ainda
ndo estudado, sobre as possiveis alteracbes nas concentragdes teciduais de DA e 5-HT nas

Vias Nigroestriatal e Mesolimbicas de ratas OV X.

Em um segundo estudo, ratas OVX nas mesmas condigdes experimentais,
foram avaliadas em testes comportamentais no Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e Campo
Aberto (CA). Esse estudo teve o objetivo de observar se hd& mudancas nos parametros
comportamentais da atividade exploratdria em ambiente novo, sobre a condicdo de baixos

niveis de estrogénio associado ou ndo a intervengédo do exercicio.



2 JUSTIFICATIVA

Existe uma lacuna na literatura em relacdo ao efeito de treinamento forca em
alteracdes do SNC. Estudos que investigaram os efeitos do exercicio no SNC utilizaram o
protocolo de treinamento aerébio como roda de corrida voluntéria. De acordo com Meeusen,
(2005; 1995) o exercicio é capaz de promover mudancas na sintese e metabolismo de
monoaminas durante o exercicio, no entanto ha uma discrepancia de resultados em relacéo
aos protocolos (Meeussen, 2001). Entretanto, tem sido relatado que exercicio aerdbio por si sO
ndo é capaz de reverter ou minimizar os efeitos dos baixos niveis de estrogénio (GORZEK et
al, 2007; BERCHTOLD et al, 2001).

Frente as pesquisas encontradas na literatura e apoiando-se nos resultados do
nosso laboratério, o presente estudo propds investigar o efeito do treinamento de forca, ainda
ndo estudado, sobre as possiveis alteracbes nas concentragdes teciduais de DA e 5-HT nas

Vias Nigroestriatal e Mesolimbicas de ratas OV X.

O treinamento de forca tem crescido em popularidade devido a seguranca e
grandes resultados com diversas patologias associadas com o inicio da menopausa, como a
osteopenia, sarcopenia, diabetes, doencas cardiovasculares, entre outras. Entretanto o
treinamento de forca ainda ndo é rotineiramente tido como uma intervencdo terapéutica no
tratamento da menopausa. Devido a esse fato, a justificativa deste estudo se baseia na
necessidade do melhor entendimento sobre as influéncias do treinamento de forca nas
alteracBes das concentragdes teciduais de DA e 5-HT nas Vias Nigroestriatal e Mesolimbicas
de ratas OV X.



OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo:

-Investigar o efeito da OV X e da intervengéo do treinamento de forga sobre

as concentracdes teciduais de DA e 5-HT nas Vias Nigroestriatal e Mesolimbicas de ratas.

-Verificar e comparar 0s parametros comportamentais da atividade
exploratéria em ambiente novo nos testes de LCE e CA, entre grupos de ratas: sedentarias
intactas, sedentarias OV X, submetidas ao treinamento de forca e inatctas, submetidas ao
treinamento de forca e OVX.



3  MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 40 ratas Wistar (Rattus novergicus var. albinus, Rodentia,
Mammalia) com 12 semanas de vida e peso de 170 + 30g, obtidas do biotério central da
Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar). Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas (5 ratas por gaiola), em condicBes controladas de ciclo de luz claro/escuro de
12/12hs e temperatura de 21+ 2°C, com livre acesso a 4gua e alimentados com racdo da

marca Labina® (uma dieta com ragdo padrdo para ratos fornecida pela Purina, Brasil).

3.2 APROVACAOETICA

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da
Universidade Federal de Sdo Carlos (CEP/UFSCar), Sdo Carlos — SP, Brasil, sendo aprovado
segundo parecer n° 048/2007. Todos os procedimentos realizados foram conduzidos de
acordo com o guia para cuidados e uso de animais de laboratério (National Research Council,
1998)

3.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

O Procedimento para retirada dos ovarios (ovariectomia-OVX), foi realizada
guando os animais atingiram 13 semanas de idade, de acordo com a técnica descrita por
Zarrow e McCarthy, (1964). Brevemente, os animais foram anestesiado com éter etilico e
realizado uma pequena inciséo (1-1,5 cm) bilateral entre a Gltima costela e a coxa anterior,

paralela a linha corporal (figura 1A). Em seguida, a fascia muscular e os masculos
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abdominais foram cuidadosamente divulsionados permitindo a identificacdo e exposicdo dos
ovarios (figura 1B). Imediatamente abaixo da fimbria foi realizada a ligadura com linha
cirurgica e remocdo dos ovarios (figuras 1 C; D). Apds a remocédo dos ovarios, a musculatura
e a pele foram suturados. Todos 0s animais permaneceram por uma semana para recuperagéao,
em caixas individuais, apds esse periodo foram recolocados em caixas coletivas e apenas 21

dias depois expostos a escada de treinamento.

Figura 1 - Procedimento de ovariectomia. A) Anestesia e incisdo lateral. B) Exposicdo do ovario. C)
Laqueadura com linha cirdrgica do ovéario. D) Remocdo do ovario, re-introdugdo para a cavidade
abdominal e sutura final com linha cirurgica.



11

3.4 APARATOS

3.4.1 Escada

Escada vertical (110 x 18 cm, degrau de 2 cm, inclinacdo de 80°, 57 degraus)

com uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) na extremidade superior (figura 2).

110 x 18cm

Figura 2 - Escada para treinamento de forca Hornerberg e Farrar (2004).



12

3.4.2 Aparato de Carga

Para insercdo das cargas foram utilizados, pesos de chumbo e tubos de

polietileno de 80 ml (figura 3).

Figura 3 - Pesos e aparato de fixacdo

3.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS |

3.5.1 Grupos

Os animais foram randomicamente distribuidos em quatro grupos

experimentais sendo 10 ratas por grupo (Figura 4).



SEDENTATIOS

GRUPOS
EXPERIMENTAIS

TREINADOS

K
K

INTACTO
(Sed-Intacto)

~

OVARIECTOMIZADO
(Sed-Ovx)

INTACTO
{CrénicoEx-Intacto)

-

OVARIECTOMIZADO
(CronicoEx-Ovx)

-

Figura 4 - Grupos experimentais

3.5.1.1 Grupos Sedentarios

13

Os animais denominados sedentarios, sendo sedentarios intactos (Sed-Intacto)

e sedentarios ovariectomizados (Sed-OVX), foram assim classificados por ndo realizarem

treinamento de forca. Uma vez por semana, eram expostos a escada onde realizavam uma

subida com o aparato atado a cauda, sem carga, com o objetivo de receberem estresse

semelhante aos animais dos grupos que foram submetidos ao treinamento.

3.5.1.2 Grupos Treinados

Os animais denominados treinados, sendo treinados intactos (Cronico EX-

Intacto) e treinados ovariectomizados (CronicoEx-OVX), foram assim classificados por

realizarem o treinamento de forga. Os animais realizaram 26 sessdes de treinamento de forca

com cargas progressivas a cada sessdo de treinamento por um periodo de. 12 semanas.
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3.6 FIXACAO DO APARATO DE CARGA

Para fixar o aparato, a cauda do animal era envolvida com fita auto-adesiva
3M®, em seguida foi inserido um cacho que segura os tubos e novamente envolvido com fita

auto-adesiva (Figurab).

Figura 5 - fixacdo do aparato & cauda do animal.

3.7 PROTOCOLO DE TREINAMENTO DE FORCA

O protocolo de treinamento de forca foi adaptado de Hornberger; Farrar

(2004), de acordo com as necessidades do presente estudo.

Adaptacao: Inicialmente, os animais foram adaptados ao protocolo. Para tal,
foram colocadas na base da escada com o aparato atado a cauda, sem carga de forma a se
familiarizarem com o movimento de escalada. Quando necessario era utilizado um estimulo
de pin¢a na cauda para que o animal se orientasse quanto a direcdo e subida continua até o
topo da escada e entrada na gaiola. Nesse momento havia um periodo de repouso de 120
segundos até a proxima escalada. Este procedimento foi repetido até que os animais

conseguissem voluntariamente escalar a escada, trés vezes consecutivas, sem estimulo.
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Trés dias apds a adaptacdo, os animais foram submetidos ao teste de carga

maxima.

Carga Méxima: A determinacdo da carga méxima foi considerada a primeira
sessdo de treinamento, sendo que a carga inicial foi de 75% do peso corporal de cada animal.
Nas subidas subsequentes entre os referidos periodos de repouso foram adicionados 30gr a
cada escalada, até que o animal atingisse o limite maximo de carregamento, ndo sendo capaz
de completar a escalada com o peso proposto. A Ultima carga em que o animal conseguiu

escalar toda a escada até a entrada na gaiola foi considerada a carga maxima.

O treinamento: Dois dias ap0s a determinacdo da carga maxima, seguindo o
periodo de repouso, os animais realizavam um limite entre 4 & 8 escaladas com carga
progressiva sendo a primeira carga determinada a partir da carga maxima. As quatro escaladas
foram realizadas com 50%, 75%, 90% e 100% da carga maxima, respectivamente. Apds as
quatro escaladas, eram adicionados mais 30gr para cada subida, até no maximo 120gr. Este
acréscimo de peso apos as 4 escaladas permitiu determinar a carga maxima da proxima

Sessao.

3.8 Coleta de tecidos

Os grupos de animais que foram submetidos ao treinamento (ExCronico-
Intacto e ExCrdnico-OVX) foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina imediatamente
apos a ultima sessdo de treinamento (262 sessdo) e 0s animais dos grupos que nao realizaram
treinamento (Sed-Intacto e Sed-OVX), no mesmo periodo descrito acima. Os encéfalos foram

imediatamente removidos, congelados em isopentano e armazenados a temperatura de -80°C.

3.8.1 Peso uterino

A eficéacia do procedimento de OVX foi confirmada pela mensuracdo do peso
uterino. Logo apds a eutandsia, o Utero dos animais foi retirado, pesado e comparado entre
grupos (BERCHTOLD etal., 2001; KELNER et al., 1982; BRANHAM et al., 1993).
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3.8.2 DissecacOes das areas encefalicas

Os encéfalos foram dissecados em criostato sob temperatura de -15 a -20°C em
fatias coronais de S0um. As areas de interesse foram selecionadas e retiradas por meio de
agulhas de ponta chata de 13 ou 15 Gauge, seguindo as coordenadas estereotaxicas do Atlas
de Paxinos e Watson (2005). As fatias coronais de interesse apresentaram as coordenadas a
partir do bregma +2,0mm a +1,0mm para o0 CPu e NAc, -5,0 4 -6,0mm para SN e ATV.

3.9 Mensuragdo neuroquimica

As quantificacBes das concentracfes de dopamina (DA), seus metabolitos
acido homovalinico (HVA) e &cido diidroxifenilacético (DOPAC), serotonina (5-HT) e seu
metabolito 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) foram realizadas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a detector eletroquimico (CANNAZZA, 2005); (PATEL,
2005). Para a determinacdo das concentracfes de DA, HVA, DOPAC, 5-HT e 5-HIAA as
amostras foram homogeneizadas em acido perclérico 0,1M, centrifugadas a 13.150g, por 20
minutos, a 4°C. A concentracdo de todas as substancias foram medidas dentro da faixa de
linearidade do detector com volume de homogeneizacdo de 200ul para o CPu, 150l para o
Nac e 80ul para SN e ATV.

Trinta microlitros do sobrenadante foram injetados automaticamente no
sistema de cromatografia. O sistema CLAE consiste do cromatografo 2465 Waters® Alliance
(Waters, Milford, MA-USA) com um detector eletroquimico 2465 de carbono vitreo e coluna
de fase-reversa (Symmetry C18, 150mm x 4.6mm, 5um e 100-A de diametro de poro da
particula; Waters). A diferenca de potencial foi ajustada para 800mV versus um eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl. A fase movel, em fluxo de 0,8ml/minuto consistiu de &cido citrico
(50mM), KCL (2mM), EDTA (0,1mM), 9,86% metanol e 2,11% de acetonitrila, ajustada para

pH3,2. A fase movel foi filtrada a vacuo e degaseificada por ultra-som antes da aplicagéo.

A curva de calibracdo foi construida com solugdes padrdes de 1, 2,5, 5, 10, 25,
50, 100, 200, 400 e 600ng/ml de DA, DOPAC, HVA, 5-HT e 5-HIAA, injetadas no
cromatografo em triplicata. O limite de deteccdo e quantificacdo foram, respectivamente, para
dopamina: 0,5 e 1,66ng/ml, para 0 DOPAC: 0,7 e 2,4ng/ml, para 0 HVA: 1,9 e 6,4ng/ml, para
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serotonina:1,0 e 3,5ng/ml e para 5-HIAA: 1,3 e 4,26 ng/ml. Quando as concentracdes das
amostras dessas substancias ficavam abaixo do limite de quantificacdo, as mesmas eram
excluidas. As concentracfes das substancias eram corrigidas pela massa das amostras de

tecido dissecadas, sendo expressas em ng da substancia por mg de tecido.
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EXPERIMENTO II

Para o segundo estudo foram utilizados animais nas mesmas condigdes

experimentais do experimento 1.

3.10 Aparatos

3.10.1 Campo Aberto

Equipamento EP154- Open Field Acrilico Rato, Insight® que consiste de
uma arena com superficie quadrada (100 x 80 x 60cm) dividida em 12 quadrantes sendo 4

quadrantes centrais e 8 periféricos (figura 6).

/ INBIGWT

Figura 6 - Campo Aberto de acrilico para Ratos, Insight®.
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3.10.2 Labirinto em Cruz Elevado

Equipamento em madeira, labirinto de dois bracos fechado (50x10x40cm) e

dois abertos (50x10x0,5cm), elevados & 50cm do chdo (figura 7).

Figura 7 - Labirinto em Cruz Elevado
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL II

3.10.3 Testes Comportamentais

Os animais foram testados no periodo de repouso, ou seja, 48hs apos a Ultima

sessdo de treinamento (262 sesséo) e foram analisados por 5 minutos em cada teste.

3.10.4 Campo Aberto (CA)

Os animais foram colocados no centro do CA para o inicio do teste. O
comportamento exploratério foi mensurado como numero total de cruzamentos (nimero de
travessias entre os 12 quadrados, 4 centrais e 8 periféricos), tempo de permanéncia nos
quadrantes centrais (TQC) e tempo de permanéncia nos quadrantes periféricos (TQP), nimero
de levantamentos e tempo de imobilidade (WALSH; CUMMINS, 1976).

3.10.5 Labirinto em Cruz Elevada (LCE)

Os animais foram colocados no centro do LCE para o inicio do teste. Foram
mensurados o total de entrada em todos os bragos (TE), entrada nos bragos abertos (EBA),
entrada nos bracos fechados (EBF), tempo nos bracgos abertos (TBA), percentual de entradas
nos bracos abertos (%EBA), percentual de entradas nos bracos fechados (%EBF), percentual
de tempo nos bracos abertos (%TBA), percentual de tempo nos bracos fechados (%TBF) e
percentual de tempo no centro (%TC) (WALF; FRYE, 2007).
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. A
analise estatistica foi inicialmente realizada pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e
pelo teste de homocedasticidade (critério de Barlet). Todas as variaveis apresentaram
distribuicdo normal e homocedasticidade, Two-Way Anova foi usada para comparar as
variaveis, levando-se em consideracdo dois fatores intervenientes (treinamento de forca e
ovariectomia). Foi aplicado o teste post-hoc de Tukey nos eventos de F ratio significante
(p<0,05). Todos os procedimentos estatisticos foram realizados no pacote estatistico
Statistica® 6.1 (Stat. Soft Inc., Tulsa, OK, USA) e foi usado alfa de 0,05.



22

RESULTADOS |

3.12 MASSA CORPORAL

A massa corporal dos animais ndo apresentou nenhuma interacdo
estatisticamente significativa entre as intervencdes. Isso indica que o aumento na massa
corporal da semana 1 para a semana 12 foi similar para todos os grupos (Tabela 2). Além
disso, ndo houve diferenca estatisticamente significativa quando feita a comparagdo
intergrupos (Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos da ovariectomia e treinamento de for¢a na massa corporal (g) dos animais na semana 1 e
semana 12.

Grupos experimentais

(n=10 por grupo) Semana 1 Semana 12
Sed-Intacto 247,735 301,1 +8,8a
Sed-Ovx 249074 283,0+9,7a
ExCronico-Intacto 246,9+7,0 289,0 £ 8,2a
ExCrénico -Ovx 246,3+ 3,5 292,6 + 6,4a

Os valores estdo apresentados pela média + erro padrdo da média a Diferenca estatisticamente significativa
comparado a semana 1. p<0,05.

3.13 CARGA MAXIMA

Para a carga maxima durante as 12 semanas de treinamento, ndao houve
nenhuma interacdo entre grupo e tempo, indicando que os grupos ExCronico-Intacto e
ExCrbnico-OVX aumentaram a capacidade maxima de carregamento de maneira similar
durante o treinamento (Figura 1). As cargas aumentaram ap0s a semana 6 e semana 12
quando comparado com a semana 1, e apés a semana 12 comparado com a semana 6. Deste
modo, ndo houve nenhuma diferenca nas cargas maximas entre ambos 0s grupos treinados em

forca cronicamente no periodo de 12 semanas. (Figura 8)
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Figura 8. Carga maxima dos grupos CrénicoEx-Intacto e CronicoEx-OVX nas semanas 1, 6 €
12. Os valores estdo apresentados pela média + erro padrdo da média, p<0,05 (n = 10 por
grupo). * Diferenca estatisticamente significativa comparado com a semana 1; # Diferenca
estatisticamente significativa entre a semana 6 e semana 12.

3.14 CONFIRMACAO DA OVARIECTOMIA

A eficacia do procedimento de ovariectomia foi confirmada pela mensuracao
do peso uterino (BERCHTOLD et al., 2001). O peso uterino pode ser usado como um
bioensaio indicativo da eficiéncia do procedimento de ovariectomia (KELNER et al., 1982;
BRANHAM et al.,, 1993). Neste estudo foi encontrada diminuicdo estatisticamente
significativa no peso uterino dos animais OV X comparados aos animais intactos (Tabela 2).

Tabela 2 — Peso do Utero, n = 10 (média + erro padrdo da média).
Peso do Utero Sed-Intacto Sed-OVX ExCronico-Intacto ~ ExCrbnico-OVX

0,64 + 0,18 0,09 + 0,02a; c 0,65+ 0,15 0,10+0,03a; c
Diferenca estatistica considerando, Sed.-Intacto a; ExCronico-Intactoc, (p < 0,05).
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3.15 MENSURAGCAO NEUROQUIMICA

3.15.1 Concentracdo tecidual de dopamina (DA) e seus metabolitos 3,4
diidroxifenilacético (DOPAC) e acido homovalinico (HVA) na Substancia Negra (SN).

A ovariectomia causou diminuicdo estatisticamente significativa na
concentracdo tecidual de DA na SN, entre 0s grupos sedentarios e entre 0S grupos
treinados, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa do efeito do treinamento
(Figura 9).

o
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0,00 -

Sed-Intacto ExCr-Intacto Sed-OVX ExCr-OVX

Figura 9: Efeito da OVX e treinamento de forga na concentracéo tecidual de DA na SN.
Os valores sdo apresentados pela media + erro padrdo da média. Diferenga estatistica
considerando, Sed-Intacto a; ExCr-Intacto b; (P < 0,05).

N&o houve diferenca estatistica significante na concentracdo tecidual de
DOPAC e HVA na SN (Tabela 3).
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Tabela 3 — Efeito da OV X e treinamento de for¢a na concentracao tecidual de DOPAC e HVA na SN, n =10
(média * erro padrao da média).

Sed-Intacto ExCroénico-Intacto Sed-OVX ExCrdnico-OVX
DOPAC 0,18 + 0,01 0,26 £ 0,02 0,21+0,01 0,24 £ 0,04
HVA 0,05+ 0,01 0,06 + 0,01 0,06 + 0,01 0,06 + 0,01

DOPAC= 3,4 diidroxifenilacético; HVA= acido homovalinico; SN= substancia Negra.

3.15.2 Concentracdo tecidual de serotonina (5-HT) e seu metabolito 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) na Substancia Negra (SN).

A ovariectomia causou diminuicdo estatisticamente significativa na
concentracdo tecidual de 5-HT na SN, entre 0s grupos sedentarios e entre 0s grupos

treinados, ndo havendo diferenca estatistica do efeito do treinamento (Figura 10).

0,25 -

0,20

— T

0,15 -

5-HT-ng/mg de tecido
0

0,10 -

0,05 -

0,00 -

Sed-Intacto ExCr-Intacto Sed-Intacto ExCr-OVX

Figura 10: Efeito da OVX e treinamento de forca na concentracdo tecidual de 5-HT na SN.
Os valores sdo apresentados pela media + erro padrdo da média. Diferenca estatistica
considerando, Sed-Intacto a; ExCr-Intacto b; , (P <0,05).

N&o houve diferenca estatistica significante na concentracdo tecidual do
metabolito 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) na SN (Tabela 4).
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Tabela 4 — Efeito da OVX e treinamento de forga na concentracéo tecidual de 5-HIAA na SN, n = 10 (média
+ erro padréo da média).

Sed-Intacto ExCroénico-Intacto Sed-OVX ExCrdnico-OVX
5-HIAA 1,10 £ 0,05 1,29+0,11 1,24 +0,13 1,13 £ 0,05
5-HIAA = 5-hidroxiindolacético

3.15.3 Concentracdo tecidual de dopamina (DA) e seus metabolitos 3,4
diidroxifenilacético (DOPAC) e acido homovalinico (HVA) no Caudado Putamen (CPu).

Houve diferenca estatistica significante entre os grupos treinados, onde a
ovariectomia causou diminuicdo da concentracdo tecidual de DA no CPu, no entanto ndo

foi encontrada diferenca estatistica significante para o fator treinamento (Figura 11).
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Figura 11: Efeito da OV X e treinamento de for¢a na concentracéo tecidual de DA no CPu.
Os valores sdo apresentados pela media + erro padrdo da média. Diferenca estatistica
considerando, ExCr-Intacto b; (P < 0,05).

N&o houve diferenca estatistica significativa na concentracdo tecidual dos
metabolitos DOPAC e HVA no CPu (Tabela 5).
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Tabela 5 — Efeito da OVX e treinamento de forca na concentragdo tecidual de DOPAC e HVA no CPu, n= 10
(média * erro padrdo da média).

Sed-Intacto ExCronico-Intacto Sed-OVX ExCrdnico-OVX
DOPAC 4,42 +0,18 441+0,18 472 +0,32 4,34 + 0,09
HVA 0,91 +0,02 0,96 + 0,05 1,07 £ 0,06 0,93 + 0,08

DOPAC= 3,4 diidroxifenilacético; HVA= &cido homovalinico; SN= substancia Negra.

3.15.4 Concentragcdo tecidual de serotonina (5-HT) e seu metabolito 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) no Caudado Putamen (CPu).

A OVX causou diminuicdo estatisticamente significante na concentracao
tecidual de 5-HT no CPu entre os grupos treinados, no entanto ndo ocorreu diferenca

estatisticamente significante para o fator treinamento (Figura 12).
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Figura 12: Efeito da OVX e treinamento de forca na concentracdo tecidual de 5-HT no
CPu. Os valores sdo apresentados pela media + erro padrdo da média. Diferenca
estatistica considerando, ExCr-Intacto b; (P < 0,05).
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N&o houve diferenca estatisticamente significativa para concentracdo tecidual
de 5-HIAA no CPu (Tabela 6).

Tabela 6 — Efeito da OVX e treinamento de forca na concentracéo tecidual de 5-HIAA na CPu, n = 10 (média
+ erro padrdo da média).

Sed-Intacto ExCronico-Intacto Sed-OVX ExCroénico-OVX
5-HIAA 0,99 £ 0,03 0,88 £ 0,03 1,02 + 0,03 0,94 +£0,03
5-HIAA = 5-hidroxiindolacético; CPu= Caudado Putamen

3.15.5 Concentragdo tecidual de dopamina (DA) e seus metabdlitos 3,4
diidroxifenilacético (DOPAC) e acido homovalinico (HVA) na Area Tegmentar Ventral
(ATV).

Houve diferenca entre os grupos sedentarios onde a ovariectomia causou
aumento estatisticamente significativo na concentragéo tecidual de DA na ATV (Figura 13)
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Figura 13: Efeito da OV X e treinamento de forca na concentracéo tecidual de DA na ATV.
Os valores sdo apresentados pela media *+ erro padrdo da média. Diferenca estatistica
considerando, Sed-Intacto a; (P <0,05).
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N&o houve diferenca estatistica significativa na concentracdo tecidual dos
metabolitos DOPAC e HVA na ATV (Tabela 7).

Tabela 7— Efeito da OV X e treinamento de forga na concentragéo tecidual de DOPAC e HVA na ATV, n =
10 (média * erro padrdo da média).

Sed-Intacto ExCronico-Intacto Sed-OVX ExCroénico-OVX
DOPAC 0,43+0,03 0,42 £ 0,04 0,34 +£ 0,04 0,33+0,03
HVA 0,14 +0,01 0,13 +0,02 0,15+0,01 0,11 +0,01

DOPAC= 3,4 diidroxifenilacético; HVA= acido homovalinico; ATV= Area Tegmentar Ventral.

3.15.6 Concentragdo tecidual de serotonina (5-HT) e seu metabolito 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) na Area Tegmentar Ventral (ATV).

A OVX promoveu aumento estatisticamente significante da 5-HT entre os
grupos sedentarios na ATV e ndo houve diferenca estatistica significante para o efeito do

treinamento (Figura 14)
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Figura 14: Efeito da OV X e treinamento de for¢a na concentragéo tecidual de 5-HT na ATV.
Os valores sdo apresentados pela média + erro padrdo da média. Diferenca estatistica
considerando, Sed-Intacto a; (P < 0,05).
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N&o houve diferenga estatistica significante na concentracdo tecidual do
metabolitos 5-HIAA na ATV (Tabela 8).

Tabela 8 — Concentragdo tecidual de 5-HIAA na ATV, n = 10 (média + erro padrdo da média).

Sed-Intacto ExCronico-Intacto Sed-OVX ExCronico-OVX

5-HIAA 1,10 £ 0,05 1,29+0,11 1,24+0,13 1,13+0,05

5-HIAA = 5-hidroxiindolacético; ATV= Area Tegmentar Ventral

3.15.7 Concentracdo tecidual de dopamina (DA) e seus metabdlitos 3,4
diidroxifenilacético (DOPAC) e &cido homovalinico (HVA) no Nucleo Accumbens (NAc).

Houve diferenca estatistica significante no NAc entre os grupos treinados, onde
a OVX causou aumento da concentracdo tecidual de DA, no entanto ndo houve diferenca

estatistica significante para o fator treinamento (Figura 15)
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Figura 15: Efeito da OVX e treinamento de forca na concentragdo tecidual de Dopamina
DA no NAc. Os valores sdo apresentados pela media + erro padrdo da média. Diferenca
estatistica considerando, ExCr-Intacto b; (P <0,05).
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N&o houve diferenca estatistica significante na concentragdo tecidual de DOPA
e HVA no NAc (Tabela 9).

Tabela 9 — Concentragdo tecidual de DOPAC e HVA no NAc, n =10 (média + erro padrdo da média).

Sed-Intacto ExCronico-Intacto Sed-OVX ExCronico-OVX
DOPAC 0,18 £0,01 0,26 +£ 0,02 0,21 +0,01 0,24 £ 0,04
HVA 0,05+0,01 0,06 £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,06 £ 0,01

DOPAC-= 3,4 diidroxifenilacético; HVA= acido homovalinico; NAc= Nucleo Accumbens.

3.15.8 Concentracdo tecidual de Serotonina (5-HT) e seu metabolito 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) no Nucleo Accumbens (NAc).

A OVX causou aumento estatisticamente significativo na concentracéo tecidual
de 5-HT no NAc entre os grupos sedentarios e o treinamento ndo promoveu diferenca

estatistica significativa (Figura 16).

1,20
1,00

0,80 T

=

0,60

0,40

5-HT- ng/mg de tecido

0,20

0,00
Sed-Intacto ExCr-Intacto Sed-OVX EXCr-OVX

Figura 16: Efeito da OVX e treinamento de forca na concentracdo tecidual de 5-HT no NAc. Os
valores sdo apresentados pela média + erro padrdo da média, Sed-Intacto a; (P < 0,05).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na concentracdo tecidual de
5-HIAA no NAc (Tabela 10).
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Tabela 10 — Concentragdo tecidual de 5-HIAA no NAc, n = 10 (média + erro padrdo da média).

Sed-Intacto ExCronico-Intacto Sed-OVX ExCronico-OVX
5-HIAA 1,12 + 0,03 1,01 + 0,04 1,13+ 0,04 1,11 + 0,03
5-HIAA= 5-hidroxiindolacético; NAc= Nucleo Accumbens

4 Resultados Il

4.1 Testes Comportamentais
4.2 Campo Aberto

O treinamento promoveu decréscimo estatisticamente significativo no total de
cruzamentos e a OV X causou aumento estatisticamente significativo no tempo de imobilidade
(Tabela 11).

Tabela 11 — Campo Aberto (CA) n = 10 (media  erro padrdo da média).

Sed-Intacto ExCr-Intacto Sed-OVX ExCr-OVX
Tempo no Centro 19,89 + 4,32 9,91+2,36 10,9+ 2,96 8,22 +£2,94
Tempo na Periferia 274 + 4,26 281,5+4,13 282,9 + 3,69 287,33 + 3,03
Levantamento 31,89+194b 21,4+3,15 28,5+ 2,27 19,78 £ 2,40
Imobilidade 31,11 +9,38 42,8 £12,10 235+3,42 453+96¢C
Total de cruzamentos 71,7+57 50,8+ 4,33 a 60,5+ 3,8 458+55

Diferenca estatistica considerando, Sed-Intacto a; Sed-OVX ¢, (p <0,05).
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4.3 Labirinto em Cruz Elevado

N&o houve diferenca estatistica significativa nas Entradas nos Brag¢os Fechados
(Figura 17).
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Figura 17: Entradas nos Bracos Fechados. Os valores sdo apresentados pela media * erro padréo
da média.

Houve diferenca estatisticamente significativa, onde o treinamento causou
decréscimo no Total de Entradas (TE), decréscimo na Entrada nos Bracos Abertos (EBA),
decréscimo no Tempo nos Bracos Abertos (TBA). E ainda causou diferenca estatistica
significante promovendo aumento no percentual de Entradas nos Bragos Fechados (%EBF)
(Tabela 12).
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Tabela 12 — Labirinto em Cruz Elevado (LCE), n = 10 (média + desvio padrdo).

Sed-Intacto ExCronico-Intacto  Sed-OVX ExCronico-OVX
TE 15,7+2,09b 10,05+ 1,33 12,9+ 1,62 11,33 +1,27
EBA 52+1,15b 2,1+0,60 46+1,08 2,33+0,58
TBA 43,09+753b 23,37+7,14 33,23+8,41 17,06 + 5,76
%EBF 70,35 + 4,56 84,15+4,39a 66,29 + 4,86 79,79+ 4,48
%TBF 66,05 + 3,70 71,52 + 3,45 70,07 £ 4,09 70,77 £ 3,48
%TC 19,59 + 2,01 20,69 + 2,07 18,86 + 2,45 23,54+ 2,04

Diferenca estatistica considerando, Sed-Intacto a; ExCronico- Intacto b; (p <0,05).
TE-Total de Entradas; EBA-Entrada nos Bragos Abertos; TBA-Tempo nos Bracos Abertos; %EBF- Percentual de Entradas
nos Bragos Fechados; % TBF- Percentual de tempo nos Bragos Fechados; %TC- Percentual de tempo no Centro.

Houve diferenca estatistica significante no Percentual de Entradas nos
Bracos Abertos (%EBA) e no Percentual de Tempo nos Bragos Abertos (%TBA)
indicando decréscimo no grupo EXCr-Intacto comparado com o grupo Sed-Intacto (Figura
18).

40 -
®m ENTRADAS TEMPO

35 4
= 30 m|
o
2 25
w
g 20
% a
o 15 4 T
=
£ 10 | . S

-
5 T
0 -
Sed-Intacto ExCr-Intacto Sed-OVX EXCr-OVX

Figura 18: Percentual de Entradas nos Bragos Abertos e Tempo de Entrada nos Bragos Abertos. Os
valores sdo apresentados pela media + erro padrdo da média. Diferenga estatistica considerando,
Sed-Intacto a; (P < 0,05).
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5 DISCUSSAO

O proposito deste estudo foi analisar a influéncia da OV X e do treinamento de
forca sobre a concentracao tecidual de DA e 5-HT nas Vias Nigroestriatal e Mesolimbica de
ratas OV X comparadas com ratas intactas, sedentarias ou submetidas ao treinamento de forga.
Pardmetros comportamentais, no CA e LCE, entre todos os grupos, também foram observados
em um estudo paralelo com animais nas mesmas condi¢des experimentais. A hipdtese inicial
foi parcialmente confirmada, sendo que a OVX promoveu alteragdes nas concentracdes
teciduais de ambas as aminas, DA e 5-HT, tanto na Via Nigroestriatal quanto na Mesolimbica,

no entanto o treinamento de forca ndo foi capaz de reverter tal alteracéo.

A massa corporal dos animais ndo mostrou diferenca da semana 1 para semana
12 entre as intervencdes, treinamento de forca e OVX entre os grupos avaliados. Estudo com
ratas OV X mostrou que a deficiéncia de estrogénio aumenta a massa corporal e diminui a
atividade fisica em roda de corrida voluntaria (GORZEK, 2006). Apesar de nédo ter ocorrido
diferenca na massa corporal, a carga de carregamento aumentou progressivamente,
independente do fator OV X.

A carga maxima de carregamento aumentou em proporcfes similares para 0s
grupos treinados cronicamente. Os estudos sobre geracdo de forca muscular em animais OVX
apresentaram diferentes resultados. Por exemplo, McCormick et al, (2004) mostraram que a
forca tetdnica isométrica maxima do sdleo ndo foi afetada pela OVX em ratas jovens. No
entanto, Moran et al, (2006) mostraram que durante a contracdo, diminui a ligacdo entre
actina e miosina nas fibras musculares de camundongos fémeas OVX. De acordo com 0s
autores esta reducdo ocorreu na mesma proporcao que a reducao da forca isométrica maxima.
Em contrapartida, no presente estudo analisamos a capacidade maxima de carregamento no
exercicio de escalada em escada, uma avaliacdo mais geral da forca que depende de varios
grupos musculares, € ndo uma forma isolada como a utilizada nos estudos anteriormente
citados. Além disso, pesquisas realizadas em nosso laboratorio, ndo foram observadas
diferengas na area de seccdo transversa muscular do tibial anterior e s6leo entre os animais
intactos e OV X treinados (dados ndo publicados). Por esta razdo, propomos a realizacdo de
mais estudos e diferentes tipos de analises da forca geral e especifica para avaliar estas

alteracdes de desempenho.
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Outro dado importante no estudo em questéo foi a mensuracgao da concentragéo
tecidual dos metabolitos de DA, DOPAC, HVA e do metabolito da 5-HT, 5-HIAA.
Alteracbes dos niveis teciduais destas moléculas sdo interpretadas como alteracbes na
atividade destes sistemas de monoaminas, integrando a sintese, liberacdo, recaptacdo e/ou
metabolismo de monoaminas (CLAUSTRE et al., 1986; BAILEY et al., 2000; DALLA et al.,
2008). Neste estudo optou-se por analisar os resultados da concentracdo dos
neurotransmissores e metabolitos isoladamente. Esta decisdo baseou-se na auséncia de niveis
detectaveis de alguns metabdlitos em algumas areas do encefalo pela técnica utilizada. No

entanto, alguns resultados foram encontrados, mas sem diferencas entre 0s grupos.

No presente estudo, o estado ovariano exerceu forte influéncia sobre a Via
Nigroestriatal, causando diminuicdo significativa da concentracdo tecidual de DA e 5-HT na
SN e CPu. Esses dados estdo de acordo com Ferraz et al., (2008) que demonstraram que a
condicdlo de OVX aumenta a lesdo por 6-OHDA (hidroxidopamina) no Sistema
Nigroestriatal. Estudos com ratas knock-out para receptor de estrogénio mostraram a
influéncia do estrogénio como neuromodulador, representando um papel essencial na
integridade funcional do sistema dopaminérgico (KUPPERS, 2008). Além disso, uma série de
estudos experimentais e também em in vitro, tém estabelecido que, o estrogénio regula a
expressdo de parametros chave da neurotransmissdo dopaminérgica tais como densidade de
receptores, atividade do transportador (DAT) e atividade da tirosina hidroxilase (TH)
(IVANOVA et al, 2001; IVANOVA & BEYER, 2003; KARAKAYA et al., 2007;
KUPPERS, 2008).

De modo semelhante, Benmansour et al., (2009) também mostraram uma
interacdo entre estrogénio e sistema serotonérgico, utilizando ratas OV X, onde a condicdo de
OVX influenciou a modulagéo do clearance de 5-HT e do transportador de serotonina (SERT)
sobre a acdo de um inibidor seletivo de recaptagdo de serotonina (SSRI) no hipocampo. De
acordo com (BENMANSOUR et al., 2009), houve decréscimo dos niveis de 5-HT sobre a
condigédo de OVX. Os resultados do presente estudo corroboram dados da literatura, uma vez

que a concentracéo tecidual de 5-HT diminuiu significativamente sobre a condic¢éo de OV X.

Neste sentido, tem sido observado na literatura de forma muito abrangente, o
mecanismo de neuromodulacdo, pelo qual o estrogénio regula as fungdes dopaminérgicas e
serotonérgicas sobre diversas etapas de ambas as neurotransmissfes. Ressaltando a relevancia

da acdo do estrogénio sobre 0s neurdnios dopaminérgicos, desde a neurogenese embrionéria e
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se estendendo ao longo da vida, modulando diferentes passos da neurotransmisséo incluindo
componentes pré e pos sinapticos (KUPPER et al., 2000; SAUNDERS-PULLMAN et al.,
1999; CRY etal., 2002; MORISSETTE et al., 2008).

BECKER et al, (1999), relata que ocorre diminuicdo na concentracao
extracelular de DA no nucleo estriado 2-3 semanas apos a OVX. A densidade do DAT e a
atividade da adenilato ciclase sdo diminuidas, assim como a densidade do receptor D1 em
relagdo a ratas intactas. Por outro lado, em um estudo apds 3 meses de OVX, observou-se
hipersensibilidade dos sitios de ligacdo do receptor D2 no estriado e um aumento da taxa de
alta e baixa afinidade de ligacdes agonistas D2 (DI PAOLO et al.,1988). Assim a OV X resulta
em decréscimo de indices neuroquimicos da fungdo dopaminérgica diminuindo a fungdo do

receptor D1, enquanto aumenta a ligacdo ao receptor D2 (BECKER et al, 1999).

Além desses mecanismos de neurotransmissdo, muitos estudos investigaram a
relacdo da acdo do estrogénio sobre a Via Nigroestriatal, evidenciando mecanismos de
neuroprotecdo e neuromodulacdo da funcdo da DA (SANCHEZ et al., 2010; BOURQUE et
al., 2009; VEGETO et al., 2009; KUPPERS et al., 2008; MORISSETTE et al., 2008;
FERRAZ et al., 2008; MORISSETTE et al., 20082 ; MORISSETTE et al., 2008>; BRANN
etal., 2007; KUPPERS et al., 2000; LERANTH et al., 2000).

De modo semelhante, a literatura relata a acdo do estrogénio sobre os
neurdnios serotonérgicos. Bethea et al., (2002), descreve que sdo encontrados receptores de
estrogénio nos corpos celulares de neurdnios serotonérgicos no nucleo da rafe, principal fonte
de inervacdo serotonérgica do SNC. O estrogénio é capaz de alterar a expressdo dos genes que
codificam a enzima triptofano hidroxilase (TPH), o transportador de serotonina (SERT), ou 0
gene do auto receptor 5SHT14, bem como os genes que codificam as fosfatases, as quinases e
proteinas acessorias. Podem agir ainda tanto sobre os neurdnios serotonérgicos ou sobre
neuronios alvo que contém receptores cognatos que regulam a expressio da
monoaminaoxidase (MAO), consequentemente afetando a degradacao de 5-HT. Além disso, o
estrogénio poderia regular a expressao de 14 diferentes genes dos 13 tipos de receptor de 5-
HT acoplados a proteina G ou a proteina em qualquer célula alvo que expresse qualquer uma

das isoformas de receptor de 5-HT.

Deste modo, o estrogénio se mostra capaz de neuromodular tanto a acdo da DA

quanto da 5-HT. No presente estudo as concentragdes teciduais de DA e 5-HT apresentaram
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comportamentos anélogos nos mesmos nucleos. Esse dados corroboram com a descricdo de
Di Giovanni, G. et al., (2010) que a 5-HT interage com a DA para neuromodular sua agéo, na

Via Nigroestriatal e na Via Mesolimbica.

Desta maneira, neurdnios serotonérgicos provenientes dos nucleos dorsal e
medial da rafe enviam projecdes para corpos celulares dopaminérgicos na SN e ATV e para
suas respectivas areas terminais no CPu e NAc (AZMITIA et al., 1978; VAN DER KOOQY et
al., 1980; DI GIONANNI, G. et al., 2010). Assim, a 5-HT pode neuromodular a agéo da DA,
porém essa neuromodulacdo pode representar um papel dual e antagénico, dependendo da
ativacdo, ou ndo, dos receptores das aminas envolvidas e da interacdo entre elas (DI
MATTEO et al., 2002).

Vaérios estudos tém investigado a acdo dos receptores 5-HT no sistema
dopaminérgico. No que diz respeito a modulacdo na Via Nigroestriatal, ha evidencias que
agonistas de 5-HTa 3,4 methylenedioxymethamphetamine induz a liberacdo de DA na SN e
CPu (GUDELSKY et al., 1994; DI MATTEO et al., 2002). A acdo excitatoria da 5-HT sobre
a DA na SN e CPu estimulam a liberagéo de DA.

Entretanto, no presente estudo podemos inferir que na via Nigroestriatal a
condicdo de OVX diminui a acdo excitatoria da 5-HT sobre a DA, apresentando baixa
concentracdo tecidual comparado com ratas intactas. Isso pode ter ocorrido tanto pela
diminuicdo da acdo da 5-HT quanto pela reducdo do estimulo de neuromodulacdo do
estrogénio, evidenciando a importancia da acdo estrogénica para funcdo da Via Nigroestriatal
(KUPPERS et al., 2000). A intervencdo do treinamento de forca ndo foi capaz de alterar tal

condicéo.

Estudos com ratas OVX expostas a roda de corrida voluntaria mostraram que
guando ocorre a retirada dos ovarios, ha um decréscimo na contagem dos nimeros de voltas
na roda de corrida, sendo restabelecido pela reposicdo de estrogénio (BERCHTOLD et al.,
2001). Ratas ap6s 5 semanas de OVX expostas a roda de corrida voluntaria, corriam uma
distancia de 5km dia, no entanto outro grupo com o mesmo tempo de OVX que receberam
reposi¢do de estradiol, corriam 12Km dia (KADI et al., 2000). Esses dados sugerem que 0
horménio ovariano estrogénio pode ser fundamental para regular a atividade fisica em
roedores. Outros estudos com roedoras fémeas OV X mostraram forte correlacdo da acdo do

estrogénio em regular a atividade fisica e especulam que isso ocorra em alguma regido do
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sistema nervoso central, que poderia influenciar a motivagdo ou a vontade de correr no animal
(GORZEK et al., 2006).

Interessantemente, no presente estudo, a OVX causou aumento da
concentracdo tecidual de DA e 5-HT na via mesolimica. O sistema dopaminérgico
mesolimbico parece estar envolvido na modulacdo de fungdes subalternas a regides corticais e
limbicas, tais como motivacéo e controle emocional. Além disso, 0 caminho dopaminérgico
mesolimbico € sensivel a uma variedade de estressores fisicos e emocionais (LE MOAL;
SIMON, 1991; ROTH et al., 1995; DI GIOVANNI et al., 2010).

Chavez, (2010) estudou o efeito do estrogénio nos receptores de 5-HT, DA e
no nivel do transportador de dopamina (DAT) no NAc, observando que em ratas OV X houve
reducdo dos niveis de DAT e aumento da densidade de receptores D2 sem diferenca nos
receptores de 5-HT,a. Entretanto no nicleo NAc e CPu ha predominancia de receptores 5-
HT,c que mediam ac¢des inibitdrias, enquanto os receptores 5-HT,4 mediam acgdes excitatorias
sobre a liberacdo de DA. (DI MATTEDO, et al., 2001).

Na literatura tem sido observado, que em estruturas mesolimbicas ha uma
maior acdo serotonérgica ligando-se a receptores 5-HT,c , mediando efeitos inibitorios sobre a
atividade elétrica dos neurdnios dopaminérgicos e liberacdo de DA (DI GIOVANNI et al.,
2010; DI MATTEO et al., 2001; POMPEIANO et al., 1994; EBERLE-WANG et al., 1997,
ABRAMOWSKI et al., 1995). O presente estudo limita-se por ndo esclarecer 0 aumento da
concentracdo tecidual de 5-HT na ATV e no NAc em paralelo com o aumento da
concentracéo tecidual de DA nas mesmas estruturas. Pouco se sabe sobre a acdo do estrogénio
de forma especifica sobre os subtipos de receptores serotonérgico (BETHEA et al., 2002;
ALEX; PEHEK; 2007). H& também uma grande especulacdo ainda pouco esclarecida sobre a
interacdo dos diferentes subtipos de receptores de 5-HT modulando a acdo da DA (Di
Giovanni, et al., 2010).

Para 0 aumento da concentragdo tecidual de DA na ATV e NAc, podemos
especular que possa ter ocorrido um mecanismo intrinseco de regulacdo, ou seja, 0os baixos
niveis de estrogénio podem ter provocado diminuicio do DAT (CHAVEZ et al, 2010), e este
fato pode ter causado aumento da concentragdo de DA como um mecanismo compensador de

up regulation, e a DA possivelmente estaria se ligando aos receptores inibitérios D2
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(CHAVEZ, et al, 2010; Becker, et al., 1999) levando a prevaléncia da acdo de um efeito

inibitério nesta via.

Observando os dados da mensuragdo neuroquimica descrita acima, em um
estudo paralelo, foram avaliados parametros comportamentais nos testes de CA e LCE, com
animais submetidos as mesmas condigcdes experimentais. Nosso objetivo foi investigar o
comportamento espontdneo em ambiente novo desses animais, para tentar corroborar

informagdes com os dados neuroquimicos.

Deste modo, avaliando o teste no CA ndo houve diferenga entre os grupos para
os parametros Tempo no Centro (TC) e Tempo na periferia (TP), comportamentos que
denotam atividade exploratoria (FROHICH, J., et al., 2001). No entanto, comparando com o
grupo Sed-Intacto, o grupo ExCrénico-Intacto diminuiu o total de cruzamentos e 0 nimero de
levantamentos, comportamentos esses que sdo avaliando como comportamento de ansiedade e
atividade exploratéria em ambiente novo (IBAEZA et al.,, 2010; MORGAN et al., 2004;
PRUT, L., and BELZUNG, C., 2002). Assim, é possivel inferir que o exercicio, independente
do fator OV X, demonstra comportamento de ansiedade e diminuicdo da atividade exploratoria
em ambiente novo. Além disso, grupo EXxCrénico-OVX apresentou maior tempo de
imobilidade comparado ao grupo Sed-OVX, mais uma vez sugerindo comportamento de

ansiedade nos animais treinados.

Corroborando com os dados do teste anterior, no LCE foi observado estado de
ansiedade nos animais submetidos ao treinamento de forca, independente da OVX. O
comportamento no LCE reflete o conflito do roedor em preferir a area protegida (bracos
fechados) e sua inata motivacdo por explorar um ambiente novo (bragos abertos) (WALF.
A.A and FRYE, A.C., 2007). Assim, no presente estudo ndo foi observada diferenca nas
Entradas nos Bracos Fechados (EBF), ndo havendo diferenca entre os grupos para atividade
locomotora. No entanto, o Total de Entradas (TE) em ambos os bracos, abertos e fechados,
decresceu para o grupo ExCrénico-Intacto comparado com os animais do grupo Sed-Intacto,
denotando menor atividade exploratéria em ambiente novo, o que também pode indicar
comportamento de ansiedade. De tal modo, o grupo ExCrénico-Intacto decresceu o nimero,
tempo, percentual de tempo e o nimero de entradas nos bragos abertos, enquanto aumentou o
percentual de entrada nos bracos fechados comparados com Sed-intacto, indicando

comportamento de ansiedade.
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Desta meneira, os resultados dos testes comportamentais no CA e LCE
denotam que o treinamento de forca parece causar comportamento de ansiedade nos animais.
No entanto, os dados neuroquimicos ndo corroboram com esses resultados, prevalecendo o
efeito da OVX na concentracdo tecidual da DA e 5-HT onde o exercicio ndo foi capaz de
alterar tal condigédo. Estudos com ratas OVX indicam que o estrogénio regula a atividade
fisica (GORZEK, F.J., et a., 2007). O presente estudo tras uma investigacdo inédita neste
sentido, utilizando um protocolo de treinamento de forca. Sugerimos que outros testes
comportamentais possam avaliar a atividade espontdnea dos animais submetidos ao
treinamento de forca e que haja, em um estudo futuro, a adaptacdo de um teste na propria
escada objetivando observa-los no ambiente em que foram adaptados.

Se os resultados deste estudo podem ser extrapolados para mulheres, isso ndo
pode ser justificado, aqui apresentamos um estudo de investigacdo basica. Entretanto, deve-se
levar em conta que mudancas significativas nos niveis de atividade fisica, incluindo
pardmetros comportamentais, sdo ocorréncias provaveis na condi¢do de baixos niveis de
estrogénio. Estudos sobre mulheres tém demonstrado que a terapia com estrogénio & curto e &
longo prazo, ap6s a menopausa, melhora o condicionamento fisico (REDBERG et al., 2000).
Obviamente, a situacdo em mulheres é muito mais complexa, sobretudo porque no
envelhecimento ha um decréscimo dos niveis de atividade fisica. No presente estudo, foi
eliminada a influéncia do envelhecimento, usando ratas jovens, investigando os efeitos da

OVX e ndo do envelhecimento.

Subtipos de receptores de 5-HT e DA e outros componentes sindpticos, como
receptores e transportadores, precisam ser investigados e 0 mecanismo pelo qual o estrogénio

regula a atividade fisica no SNC é um estudo de interesse futuro.
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram que o estado de OVX altera as
concentragdes teciduais de DA e 5-HT nas Vias Nigroestriatal e Mesolimbica, sem haver
diferenca na concentracdo dos metabolitos. Essas alteracGes parecem depender do tipo de
receptor e da sua distribuicdo topografica. O treinamento de forca, no entanto nédo foi capaz

de reverter essas alteracdes.

Nos testes comportamentais o fator treinamento de forca parece exercer
comportamento de ansiedade e baixa atividade exploratéria em ambiente novo, em todos

0s parametros significativamente avaliados.
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