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Resumo

Introducao: Durante o envelhecimento da mulher, acontece um processo chamado de
menopausa, marcado por alteracdes hormonais (queda no estrogénio, aumento no
hormoénio foliculo estimulante e luteinizante). Em decorréncia desta fase surgem
episodios de alteracdes de fungdes cerebrais (déficit cognitivo, alteragdo do humor e
distirbios do sono) que s3o sensiveis a esta variagdo hormonal, principalmente
relacionadas a queda do estrogénio, que por sua vez compromete diretamente a atividade
de uma organela, a mitocondria. E sugerido que o treinamento resistido melhora as
funcdes mitocondriais, trazendo consigo beneficios ndo farmacoldgicos as mulheres que
se encontram nesta fase. A fun¢do mitocondrial pode ser medida por meio da respiragdao
mitocondrial, mas também pode-se utilizar o método FCC, que calcula o funcionamento
individual das proteinas que estdo acoplada a cadeia transportadora de elétrons (ANT-1,
ATP-sintase e o trocador de fosfato). Objetivos: avaliar os efeitos da ovariectomia e do
Treinamento Resistido (TR) sobre a eficiéncia do coeficiente de controle de fluxo (FCC)
e o consumo de oxigénio durante a respira¢do acoplada do Cortex Pré-Frontal de ratas
maduras jovens, avaliar os efeitos da ovariectomia e do treinamento resistido sobre o
funcionamento global e intrinseco dos complexos da Cadeia Transportadora de Elétrons
Mitocondrial dos neurdnios do cortex pré-frontal, a atividade da ANT-1, da ATP-Sintase
e do Trocador de Fosfato em modelo “in vivo” (bidpsia) dos neurdnios do cortex pré-
frontal. Metodologia: Foram utilizadas 40 ratas Wistar adultas (rattus albinus
norvergicus), distribuidas em 4 subgrupos experimentais: 1) Intacto Sedentdrio (INT-
SED), Intacto Treinamento Resistido (INT-TR), Ovariectomizado Sedentario (OVX-
SED) e Ovariectomizado Treinamento Resistido (OVX-TR), para o grupo TR, a
frequéncia de treino aconteceu 3 vezes na semana, por 12 semanas e a intensidade era
aplicada a 65 %, 70 %, 75 %, 80 % e 85 % da carga maxima carregada. O consumo de
oxigénio no tecido cerebral permeabilizados foi realizado em oxigrafo de alta resolucdo
com MiRO05, 37° C, na presenga de glutamato (10 mM) e malato (5 mM). ADP (400 uM),
oligomicina (1 pg/mL) e FCCP (carbonil cianeto-4) (trifluorometoxi) fenilhidrazona 0,2
uM] foram adicionados durante o experimento. As titulacdes para se estabelecer o
Coeficiente de Controle de Fluxo (FCC) foram realizadas na ANT, no Trocador de
Fosfato e na ATP-Sintase. Resultados: A ovariectomia aumentou a massa corporal das
ratas, tamanho da tibia ndo houve diferenca significativa mostrando assim que todas as
ratas tiveram seu crescimento similar. A ovariectomia afetou negativamente a FCC da
ANT-1, da ATP-sintase no grupo OVX-SED, e do carreador de fosfato. Os efeitos
negativos da ovariectomia foram revertidos pelo TR. Discussao: a ovariectomia
promoveu a diminui¢do da capacidade de funcionamento da cadeia transportadora de
elétrons no cortex pré-frontal, avaliada pela disfun¢do do FCC encontrada em todas as
proteinas de analise, ANT-1, ATP-Sintase e Trocador de Fosfato, um fato em destaque
foi a utilizacdo do TR como instrumento terapéutico importante para reverter os efeitos
deletérios causado pala ovariectomia no FCC da cadeia respiratdria mitocondrial das ratas
treinadas. Conclusdo: Os efeitos deletérios da ovariectomia impactam negativamente no
funcionamento da cadeia respiratoria mitocondrial no cortex pré-frontal, fato relacionado
as alteracdes negativas nas proteinas avaliadas neste estudo pelo do coeficiente de
controle de fluxo. O treinamento resistido aplicado mostrou-se efetivo em prevenir as
alteracoes deletérias promovidas pela ovariectomia, visto que as proteinas avaliadas
mantiveram suas atividades em niveis satisfatorios.

Palavras-Chaves: Ovariectomia. Disfun¢do Mitocondrial. FCC. ANT. Treinamento
Resistido.



Abstract

Introduction: During the aging of a woman, a process called menopause takes place,
marked by hormonal changes (fall in estrogen, increase in follicle stimulating and
luteinizing hormone). As a result of this phase, there are episodes of changes in brain
functions (cognitive deficit, mood change and sleep disorders) that are sensitive to this
hormonal variation, mainly related to the drop in estrogen, which in turn directly
compromises the activity of an organelle, the mitochondria. It is suggested that resistance
training improves mitochondrial functions, bringing non-pharmacological benefits to
women who are in this phase. Mitochondrial function can be measured through cellular
respiration, but the FCC method can also be used, which calculates the individual
functioning of each protein that is coupled to the electron transport chain (ANT-1, ATP
synthase and the phosphate exchanger). Objectives: to evaluate the effects of ovariectomy
and Resistance Training (RT) on the efficiency of the flow control coefficient (FCC) and
oxygen consumption during coupled breathing of the Prefrontal Cortex of young mature
rats, to evaluate the effects of ovariectomy and resistance training on the global and
intrinsic functioning of the mitochondrial electron transport chain complexes of
prefrontal cortex neurons, the activity of ANT-1, ATP-Synthase and Phosphate
Exchanger in an "in vivo" model (biopsy ) of neurons in the prefrontal cortex.
Methodology: 40 adult Wistar rats (rattus albinus norvergicus) were divided into 4
experimental subgroups: 1) Intact Sedentary (INT-SED), Intact Resistance Training
(INT-TR), Sedentary Ovariectomized (OVX-SED) and Ovariectomized Resistance
Training (OVX-TR), for the TR group, the training frequency happened 3 times a week
for 12 weeks and the intensity was applied at 65%, 70%, 75%, 80% and 85% of the
maximum load carried. Oxygen consumption of permeabilized brain tissue was
performed in a high resolution oxygraph with MiR0S5, 37°C, in the presence of glutamate
(10 mM) and malate (5 mM), ADP (400 uM), oligomycin (1 pg/mL) and FCCP (carbonyl
cyanide-4) (trifluoromethoxy) phenylhydrazone 0.2 uM] were added during the
experiment. The titrations to establish the Flow Control Coefficient (FCC) were carried
out in the ANT, in the Phosphate Exchanger and in the ATP-Synthase. Results:
Ovariectomy increased the body mass of the rats, tibia size there was no significant
difference, thus showing that all rats had similar growth. Ovariectomy negatively affected
the FCC of ANT-1, ATP synthase in the OVX-SED group, and the phosphate carrier. The
negative effects of ovariectomy were reversed by RT. Discussion: ovariectomy promoted
a decrease in the functioning capacity of the electron transport chain in the prefrontal
cortex, evaluated by the FCC dysfunction found in all analysis proteins, ANT-1, ATP-
Synthase and Phosphate Exchanger, a fact in A highlight was the use of RT as an
important therapeutic tool to reverse the deleterious effects caused by ovariectomy on the
FCC of the mitochondrial respiratory chain of trained rats. Conclusion: The deleterious
effects of ovariectomy negatively impact the functioning of the mitochondrial respiratory
chain in the prefrontal cortex, a fact related to the negative changes in the proteins
evaluated in this study by the flow control coefficient. The applied resistance training
proved to be effective in preventing the deleterious changes promoted by ovariectomy,
since the evaluated proteins maintained their activities at satisfactory levels.

Keywords: Ovariectomy. Mitochondrial Dysfunction. FCC. ANT. Resistance Training.
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2. CONTEXTUALIZACAO DO PROBELMA

O envelhecimento € um processo dindmico e progressivo causando modificagcoes
morfoldgicas, funcionais, fisioldgicas e bioquimicas, determinando assim a perda da
capacidade de adaptacdo do individuo ao meio ambiente, que gera maior vulnerabilidade
e maior incidéncia de processos patolégicos (NETTO, 2004; CECCON, 2021).

No Brasil, a populacido feminina € representada por mais de 51,6 % do total da
populacdo, com expectativa de vida de aproximadamente 79,6 anos (IBGE 2017). Junto
ao processo de envelhecimento, a mulher tem um marco importante ja bem caracterizado
e conhecido como menopausa, processo normal e natural definido como a interrupg¢ao
permanente da menstruacdo apds 12 meses consecutivos de amenorreia, € que marca o
momento no qual a mulher perde a capacidade de procriacio (FEBRASGO, 2010;
NAMS, 2013; CRAMER et al., 2018).

Existe uma correlacdo entre a idade de ocorréncia da menopausa e taxas de
mortalidade, sendo que, quanto mais precoce a menopausa maior € a taxa de mortalidade
(COOPER; SANDLER, 1998; JACOBSEN et al., 1999; JACOBSEN et al., 2003;
OSSEWAARDE et al., 2003; HONG et al., 2007).

Um trabalho em especifico de base populacional que envolveu 74.941 mulheres
com idades entre 40-70 anos em 7 distritos urbanos de Xangai entre 1997 e 2000 (taxa de
participacdo: 92 %), em que foram aplicados questiondrios com histéria de vida,
antropometria, e levantamentos de doencgas cronicas, como diabetes mellitus, doengas
cardiovasculares e cancer, sendo que 3.158 mortes ocorreram durante um
acompanhamento médio de 11,2 anos. Um fato curioso foi que a idade mais jovem na
menopausa (46,64 anos) foi associada a um maior risco de mortalidade total e uma menor
idade na menarca (14 anos) foi associada a maior risco de mortalidade por acidente
vascular cerebral e diabetes, mas menor risco de mortalidade por cincer do sistema
respiratorio, assim como as mulheres com menor tempo reprodutivo tiveram menor risco
de mortalidade por cincer ginecoldgico (WU et al., 2014).

As fungdes primdrias do estrogénio sdo: promover o aparecimento das
caracteristicas sexuais secunddrias femininas, elevar a atividade de osteoblastos,
promover breve aumento na sintese proteica através do balango positivo nitrogenado e
elevacdo do metabolismo total. Quando hd uma reducdo do estrogé€nio circulante,

observam-se diversas manifestacdes clinicas (neurogénicas, psicogénicas, mamarias,

13



urogenitais, osteoarticulares, cutaneas e metabdlicas, em nivel 6sseo e lipidico), causando
prejuizos na qualidade de vida da mulher (KARGOZAR et al.,2017; MEDEIROS, 2019).

Concomitante ao periodo pds-menopausa, as mulheres sdo acometidas por
disturbios cerebrais e doencas mentais, que em particular sdo considerados comuns e um
dos principais desafios da satde global no século XXI. A Organizacdo Mundial da Satde
(OMS) reconhece que o sexo ¢ um importante fator para determinar a prevaléncia e a
gravidade desses transtornos mentais, acometendo 30 % da populacio total feminina e 20
% da populacdo total masculina (BALTA et al., 2019).

Existem funcdes e regides cerebrais que sdo sensiveis ao estrogénio, pois este
hormdnio estimula o eixo hipocampo-accumbens, modula a plasticidade dos terminais
axonais, ramos dendriticos e seus receptores, estimula diversos sistemas de
neurotransmissores, potencializa a transmissdo glutamatérgica no receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA-r). Observa-se que os estrogenos e a progesterona podem aumentar a
densidade de receptores GABA-A em determinadas regides do cérebro, influenciando
diretamente na desregulacdo dopaminérgica caracteristica da esquizofrenia. Além do que,
o estrogénio pode ter influéncia mediada por receptores intranucleares de células neurais
e sdo responsdveis por regular a transcri¢do dos genes alvos, ou mediada por receptores
de membrana, assim como, por processos ndo dependentes de ligagcdes com receptores
(FEBRASGO, 2010; BARBOSA et al., 2020).

E sabido que paralelo & menopausa existe um agravamento no desenvolvimento
de uma patologia conhecida como Doenca de Alzheimer (DA). A DA € caracterizada por
perda progressiva na memoria, comprometimentos cognitivos além de alteracdo na
personalidade e deterioracdo da funcao sindptica, levando assim a perda de neurdnios em
regides do cérebro, incluindo no neocoértex, sistema limbico e as regides subcorticais
(YAO; BRINTON, 2012).

O Sistema Nervoso Central (SNC) apresenta prejuizos decorrentes da menopausa
(distdrbios de sono, humor e déficits cognitivos) (WISE, 2001; EDWARDS; LI, 2013).
Tanto no metabolismo celular quanto na producdo de energia, tem-se a atividade continua
da mitocdndria, porém o destaque encontra-se na protecdo contra neuropatias
degenerativas, encefalopatia mitocondrial e episddios semelhantes ao acidente vascular
cerebral (JONGPIPUTVANICH et al., 2005), que apresentam relacio com uma
diminuic¢do do 178 Estradiol (E2) (FEBRASGO, 2010; RETTBERG et al.,2013; BALTA
etal.,2019), visto que o E2 exerce func¢do importante no cérebro (WISE, 2002; WISE et
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al.,2001), e sua privacdo pode agravar doencas neurodegenerativas e déficits cognitivos
(GREEN et al., 2000; WISE et al., 2001; BEN et al., 2010).

Mediante a correlacdo entre distirbios cognitivos e mulheres que se encontram no
periodo pés-menopausa, tem-se como foco de tratamento atingir os agentes etioldgicos
da disfuncdo mitocondrial dos neurdnios no sistema nervoso central (diminui¢do do
estrogénio) (FEBRASGO, 2010; RETTBERG et al., 2013; BALTA et al., 2019).

A mitocondria € a organela responsédvel por 90% do fornecimento de Adenosina
Trifosfato (ATP), processo esse que ocorre prioritariamente através da fosforilacao
oxidativa (CHEN et al., 2006). Além disso, a mitocOndria apresenta outras importantes
funcdes, as quais envolvem a integracio e coordenacdo da morte celular programada,
também conhecida como apoptose (BELZACQ et al., 2002).

As disfun¢bdes mitocondriais sdo causadas por comprometimentos da cadeia
respiratoria da propria mitocondria (FILOSTO; MANCUSO, 2007; DIMAURO;
SCHON, 2003), e podem envolver também alteracdes no DNA mitocondrial (mtDNA)
(FILOSTO; MANCUSO, 2007; LAGO et al., 2021).

E sabido que o comprometimento da fung¢io mitocondrial implica na degeneragio
celular no cérebro (BEAL, 1992). Grahan et al. (1997) sugerem que a proteina
mitocondrial Translocase de Nucleotideo de Adenina -1 (ANT-1) exerce um papel
essencial no metabolismo bioenergético mitocondrial. As desordens envolvendo essa
proteina estdo intimamente relacionadas com doengas como miopatias, cardiomiopatias
e desordens cognitivas. Como os fatores do mecanismo de declinio no metabolismo de
glicose e na funcdo mitocondrial no cérebro podem aparecer muito antes do surgimento
das caracteristicas histopatologicas ou clinicas, eles podem ser utilizados como
biomarcadores do risco, ou até mesmo como alvo terapéutico da DA (GRAHAN et al.,
1997). Bobba et al. (2013) correlacionam o comprometimento da proteina ANT-1 com
a progressao da DA.

Com o estudo de modelos in vitro e in vivo de DA pode ser verificado uma
diminui¢do da respiracdo mitocondrial, expressdo e atividade enzimatica do metabolismo
reduzidas, o metabolismo de glicose cerebral também diminuido, aumento do estresse
oxidativo e aumento na carga alfa e beta na mitocondria e uma expressao de ABAD. Esse
padrao de hipometabolismo cerebral levou a uma previsdao do declinio cognitivo no
envelhecimento normal ou também para uma progressao de comprometimento cognitivo

leve para a DA, contendo uma alta taxa de precisdo, além do que ficou em evidéncia uma
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alta relacdo entre o metabolismo interrompido da glicose e patogénese da DA (YAO;
BRINTON, 2012).

Um tratamento clinico ainda muito utilizado e recomendado no tratamento da
menopausa ¢ a Terapia de Reposi¢do Hormonal (TRH), que apresenta efeitos colaterais
deletérios importantes e proporciona aumento no risco de desenvolvimento de outras
doencas, como cancer de mama e colo de utero, acidentes vasculares cerebrais (AVCs),
e doengas cardiovasculares (BROWN, 2008; NAMS, 2018).

O Treinamento Resistido (TR) ¢ uma técnica de exercicio fisico em que se
objetiva a manutencdo da saude do ser humano, que envolve beneficios nao
farmacoldgicos tanto ao sistema musculo esquelético (gerando forca, resisténcia,
poténcia, melhora do equilibrio, melhora da densidade mineral 6ssea e gera uma inibigao
do processo degenerativo osteomuscular) como para o Sistema Nervoso Central (SNC)
(melhora da cognicao, diminui¢@o ao risco de depressao e diminui¢ao da ansiedade). A
técnica do TR propriamente dita envolve resistir a cargas impostas contra a gravidade que
podem ser executadas com peso do proprio corpo ou com auxilios de equipamentos
especificos (MATSUDO, 2009; FLECK; KRAEMER, 2017)

No entanto, este trabalho parte da premissa que o exercicio fisico, mais
especificamente o Treinamento Resistido (TR), pode ser mais benéfico para a prevengao
e tratamento dos efeitos deletérios que a disfun¢do mitocondrial proporciona no cérebro
durante o periodo da menopausa, por causar efeitos positivos em nivel sistémico que
melhoram a viabilidade e longevidade celular (PRESTES et al., 2011).

O TR oferece diversos beneficios relacionados a saude, desde estética, aptidao
fisica e composi¢do corporal (KRAMER et al., 2002), bem como existe uma correlagdao
entre 0 TR e o metabolismo mitocondrial de redugdo-oxidagdo e danos oxidativo, que
levam a uma adaptacao por meio da ativacdo de agentes sinalizadores como PGC-1a, NF-
kB e MAPK (BO et al., 2013). O efeito benéfico do TR dependera da correta prescri¢ao
entre os componentes do treinamento (intensidade, volume, duragdo, densidade,
complexidade e frequéncia), promovendo as adaptacdes agudas e cronicas devido a
transducdo de sinais mecanicos em sinais quimicos estimulados pelo proprio TR
(BARBANTI, 1994; KRAEMER etal., 2002; HALL, 2011; FLECK; KRAEMER, 2017).

O TR pode influenciar positivamente processos mitocondriais como a biogénese,
dindmica, mitofagia e apoptose (BO et al., 2013), assim como ¢é capaz de reverter efeitos

deletérios no tecido dsseo em ratas ovariectomizadas (SHIGUEMOTO et al., 2012) e ¢
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capaz de prevenir a disfuncdo mitocondrial e a superexpressdo de proteinas
desacopladoras (UCP-3) (MONTEIRO et al., 2019).

As mulheres acometidas pelos efeitos deletérios da menopausa podem se
beneficiar com o TR (DESCHENES; KRAEMER, 2002; PRESTES et al., 2009), por
meio da adaptacdo mitocondrial j4 que suas vias de sinalizacdes interagem com os
hormoénios suprimidos pela menopausa (GONZALEZ et al., 2016), aumentando a
densidade mineral 6ssea (SHIGUEMOTO et al., 2012) e diminuindo a gordura corporal
(DESCHENES; KRAEMER, 20021; BARBOSA et al., 2016).

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Menopausa

A ocorréncia da menopausa parece ser geneticamente programada em cada caso,
associada a mecanismos biolégicos que se originam de alteracdes que ocorrem na
estrutura e fung@o dos ovarios, sendo dependente de fatores como nimero de foliculos
ovarianos, socioecondmicos e culturais, tabagismo, altitude e nutricio. O nimero de
foliculos em mulheres antes da menopausa € dez vezes maior do que em mulheres apds a
menopausa, pois quase nao hd foliculos nos ovérios de mulheres na pds-menopausa,
indicando que o numero de foliculos armazenados € um fator determinante no periodo de
transi¢do da menopausa (FEBRASGO, 2010; KARGOZAR et al., 2017).

Existe um periodo denominado de climatério, que remete a transicdo entre o
periodo reprodutivo e o ndo reprodutivo da mulher. Sendo que a menopausa € uma etapa
que ocorre durante o climatério e € confirmado apds 12 meses consecutivos de
amenorreia, a divisdo desde episodio se dd em pré-menopausa ou perimenopausa € pos-
menopausa (SOBRAC, 2004; BRASIL, 2008).

Sintomas da pré-menopausa incluem irregularidade dos ciclos menstruais,
menorragia ou hipermenorreia, assim como os fogachos e alteragdes de humor. Ja na fase
pés-menopausa algumas mudancgas sdo notadas como o ressecamento vaginal,
dispareunia, urgéncia urindria, disuria e perda da libido. As modificacdes se destacam de
acordo com a individualidade de cada individuo, histéria de vida, condicdes sociais,
econOmicas, fatores hereditarios e culturais (DE SOUZA et al., 2015).

A producdo de estrogénio ocorre principalmente nos ovdrios, corpo liteo,
placenta, e em quantidades menores sdo produzidas também em Orgdos como figado,

coragdo, pele e cérebro. As principais formas fisioldgicas de estrogénio sdo: Estrona (E1),
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estradiol (E2 ou 17f3-estradiol), e estriol (E3), cada um apresentando produtos e fungdes
diferentes no organismo (CUI et al., 2013).

A caréncia de E2 (deficiéncia ou auséncia na producdo) pode induzir casos de
deméncia como a DA, caso o quadro de deficiéncia permanecga continuo (BERGLUND,
2018).

O risco de deméncia parece ser diferente para homens e mulheres ao longo do
processo de envelhecimento, com as mulheres apresentando um risco aumentado de
deméncia logo apés a menopausa. Essas descobertas combinam com mulheres que
comumente relatam uma "névoa cerebral" descendo apds a menopausa, o que pode ser a
primeira indicacao de risco aumentado de deméncia (ROCCA et al., 2014, MAKI et al.,
2016; BERGLUND, 2018).

Entre as principais funcdes do estrogénio pode-se citar a atividade de coagulacao,
manutencio do equilibrio de fluidos adequado, promog¢do do aumento nas lipoproteinas
de alta densidade e diminui¢do na de baixa densidade, além de exercer ainda papéis
benéficos ao figado, inibindo a proliferacdo de células estreladas e fibrogénese, que sao
responsaveis pela formagao de fibrose no figado. A atividade em destaque do estrogénio,
que estd associada a este trabalho, remete a regulacdo da estrutura e funcao mitocondrial,
e no periodo da menopausa com a queda acentuada do E2 as mulheres podem sofrer com
alteracdes relacionadas a baixa atividade mitocondrial, relacionadas a alteracdes fisicas e
psiquicas (FEBRASGO, 2010; MEDEIROS, 2019).

Nesta fase da menopausa, ocorre um aumento de massa corporal na mulher, porém
tal acometimento pode ndo depender da caréncia estrogénica, mas sim das alteracdes
fisiologicas, onde hd um aumento da adiposidade central, entretanto ndo um ganho global,
diminuicdo acentuada da densidade mineral dssea, e aumento da incidéncia de infarto
agudo do miocdrdio (ANTUNES et al., 2003).

A figura 1 demonstra algumas disfun¢des globais que ocorrem no organismo da
mulher quando ocorre queda na producio de estrogénio. O SNC e o sistemas vasomotor
apresentam disfun¢des como interrup¢do de sono, depressdo e ansiedade, alteracdes
cognitivas e enxaqueca. J4 na pele, na mucosa e em cabelos observa-se uma reducao na
espessura, elasticidade e hidratacao, assim como aumento de rugas e perda de cabelo. Sdo
percebidas também alteracdes na funcdo sexual que estd associada a queda na libido e
dispareunia. O metabolismo apresenta alteracdoes que levam ao ganho de peso corporal
que ocorre pelo aumento da circunferéncia da cintura devido ao aumento na adiposidade

visceral. O sistema urogenital apresenta secura vaginal, prurido e queimagdo vulvar,
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disuria, urgéncia na frequéncia urinaria e infec¢do do trato urindrio recorrentes. Ja no
sistema musculoesquelético apresenta tanto dores nas articulacdes como também a

sarcopenia (MONTELEONE et al., 2018).
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Figura 1: Visdo geral dos sintomas da menopausa:

Alteragdes na Pele, Mucosas e
Sistema Nervoso Central. Cabelos.
Sintomas Vasomotores. - Espessura da Pele Reduzida.
- Interrup¢ao do Sono. - Elasticidade Reduzida.
- Depressao e Ansiedade. ‘ - Hidratagdo Reduzida.
- Alteracdes Cognitivas. - Aumento de Rugas.
- Enxaqueca. - Perda de Cabelo.

: Alteracdes Metabdlicas e Peso
Fungdo Sexual. - Corporal.

- Desejo Sexual & : & - Ganho de Peso.

Diminuido. ¢ 3 - Adiposidade Visceral
- Dispareunia. 1 ”* Aumentada.
: - Circunferéncia da Cintura
Aumentada.

Sistema Urogenital.

- Secura Vaginal.

- Prurido e Queimacdo Vulvar.
- Distiria.

- Frequéncia Urinaria.

- Urgéncia.

- Infeccdo do Trato Urindrio
Recorrente.

e Sistema Musculoesquelético.
- Dor nas Articulagdes.
- Sarcopenia.

Fonte: Modificado de Monteleone et al. (2018).

Os sintomas incluem, distirbios ao sistema nervoso central (SNC), alteragdes
cardiometabdlicas, osteomusculares, atrofia urogenital e cutinea além de disfuncdo
sexual. Na perimenopausa, ocorrem alteracdes neuroquimicas, ocasionando em sintomas
vasomotores graves, distibios do sono e depressdo, podendo também afetar a funcdo
cognitiva. A longo prazo o declinio definitivo do estrogénio leva a atrofia urogenital,
envelhecimento da pele, sendo que a osteoporose e sarcopenia podem se desenvolver no

periodo p6és-menopausa (MONTELEONE et al., 2018).
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Assim como essa reacdo progride para uma perda de massa muscular
considerdvel, tal acontecimento estd intimamente relacionado a sarcopenia, o que ainda é
responsavel por uma nova redistribui¢ao de gordura subcutanea (MALTALIS et al., 2009),
além favorecer o aparecimento de osteoporose pela menor atividade de osteoblastos,
sendo que mulheres ndo obesas que passam por esse processo tendem a apresentar
maiores quantidades de gorduras viscerais (ABDULNOUR et al., 2012).

Contudo, esse acontecimento sendo de natureza fisiolégica, a diminui¢do na
producdo do estrogénio acaba afetando a maioria dos sistemas e 6rgdos do corpo das
mulheres, como o cérebro, coragdo, sistema imunoldgico, reprodutivo, pele e o0ssos
(RETTBERG et al., 2013). Com todos esses acometimentos no processo de
envelhecimento da mulher, estas mudancas tendem influenciar de forma negativa a
qualidade de vida, pois, além dos ja citados acima, pode ocorrer também alteracdes de
humor, alteragdes cognitivas, distirbios de sono, diminui¢do da libido, ressecamento da
pele e das mucosas e sintomas vasomotores, sendo que algumas outras alteragdes irdo
acontecer de forma mais tardia como a diminui¢do da densidade mineral 6ssea, elevados
riscos cardiovasculares, além de alteracdes uroginecolégicas (SCHOENAKER et al.,

2014).

3.2. Estrogénio e sistema nervoso central

O estrogénio tem uma influéncia na organizacdo neural, sendo essencial na
manutencdo da densa rede de fibras neurais, onde conectam as células nervosas,
influenciando as atividades e agdes de diversos neurotransmissores no metabolismo
cerebral e o proprio processo oxidativo que ocorre em nivel do sistema nervoso central
(YAO; BRINTON, 2012). Este hormonio pode influenciar o curso e os sintomas de
doencas psiquidtricas, como por exemplo a esquizofrenia, pois o estrogénio apresenta
efeito protetor contra psicoses como observado nas mulheres que foram acometidas pela
esquizofrenia em comparacdo as mulheres sauddveis, que neste caso apresentaram
maiores niveis de estrogénio (BARBOSA et al., 2020). Essa diminui¢do de produgdo
estrogénica ovariana apds a menopausa nao € determinante para a deficiéncia estrogénica
em nivel cerebral. Nesses aspectos o liquido cefalorraquidiano parece nao mudar com a
idade, mas ndo significa que essa manutenc@o seja suficiente para as necessidades do
sistema nervoso central (SNC), alguns esteroides sdo sintetizados no SNC pelas células
gliais de modo independente das fontes periféricas. Um grupo de neuroesterdides sao

produzidos endogenamente no SNC sendo respectivamente a pregnenolona, a
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dehidroepiandrosterona e a progesterona (FEBRASGO, 2010; GOGOS et al., 2015; J1 et
al.,2016; SEARLES et al., 2018; GOGOS et al., 2019).

A explicacdo para o fato citado acima € que o estrogénio tem uma caracteristica
lipofilica, com propriedade de transpassar a barreira hematoencefalica, modulando a
excitabilidade, por meio de interacdes com canais iOnicos controlados por ligantes e
outros receptores da superficie celular (CAI et al., 2018; MILLER, 2019). Os disttirbios
cerebrais e as doencas mentais, em particular, sdo considerados comuns e um dos
principais desafios da saude global no século XXI, e o sexo é um importante fator para
determinar a prevaléncia e a gravidade destes distdrbios, sendo que o sexo feminino
apresenta maiores proporc¢des desses indices (BALTA et al., 2019).

Alguns sintomas que envolvem o SNC surgem como sequela de alteracoes
neuroquimicas, onde prevalecem logo apds a faléncia ovariana, como sintomas
vasomotores, distirbio do sono, ansiedade, depressdo, enxaqueca e alteracdo no
desempenho cognitivo (MONTELEONE et al., 2018).

Existem fungdes e regides cerebrais que sdo sensiveis ao estrogénio, com
mecanismos caracteristicos, podendo ser mediadas por receptores intranucleares — REs
(encontrados no interior dos nucleos de células neurais, responsdveis por regular a
transcricdo dos genes alvos), ou mediadas por receptores de membrana, assim como
processadas de maneira ndo dependentes de ligagdes com receptores. Existem muitas
alteragdes neuronais implicadas na etiologia da esquizofrenia nas quais os estrogénios
podem exercer efeitos neuroprotetores (SINGER et al., 1996).

O fato € que a diminuicao da excitotoxicidade causada pelo excesso de glutamato
na disfuncao de receptores N-metil D-aspartato (NMDA-r) pode causar altera¢des neurais
caracteristicas de disfun¢des no SNC. O E2 atenuar a apoptose induzida pela exposi¢ao
aguda de altos niveis de glutamato e preserva a funcdo eletrofisiolégica nos neurénios
corticais. Assim como em baixas concentragdes de glutamato, o estradiol atua
aumentando os sitios de ligacio do NMDA-r. E observado que a reducgdo da funcdo do
NMDA-r pode ser influenciada pelo estrogénio como resposta aos seus efeitos
espinogénico e sinaptogénico em uma via glutamatérgica especifica, a via hipocampo-
accumbens. E confirmado que niveis elevados de estrogénio na idade reprodutiva,
atenuam a sintomatologia negativa de esquizofrenia, assim como, atrasa o surgimento e
as formas mais cronicas da doenga no periodo apds a menopausa (SINGER et al., 1996;

CULMSEE et al., 1999).
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O estradiol apresenta acdo antioxidante e protege o tecido cerebral da morte
celular induzida pela oxidagao celular. Esse efeito antioxidante ndo depende de receptores
estrogénicos cldssicos, ja que as moléculas que retem o componente fenol do estradiol
apresentam propriedades antioxidantes e neuroprotetoras, mesmo quando os receptores
estrogénicos estdo bloqueados. Associa-se ao estrogénio um efeito anti-inflamatério no
cérebro, pelo mecanismo de ajuste da expressio do complexo principal de
histocompatibilidade classe Il (MHC-II) numa variedade de células cerebrais (SEEMAN,
2012; SPAMPINATO et al., 2012; GOGOS et al., 2015; RIECHER-ROSSLER, 2017;
CHAVEZ-CASTILLO et al., 2019; GOGOS et al., 2019).

Um efeito importante do estradiol estd no mecanismo inibitério do fator nuclear
kappa (NF-%B), um fator de transcri¢do que promove a producao de citocinas. Além do
estradiol ter acdes anti-inflamatérias na glia, reduzindo a ativagdo glial e a liberacdo de
citocinas, com propriedade anti-inflamatéria natural, e exerce papel crucial no ajuste de
diversos neurotransmissores, como por exemplo, acetilcolina, dopamina, dcido gama
aminobutirico (GABA), glutamato, noradrenalina, peptidios opidides, melatonina,
serotonina, como também os neuropeptidicos (peptidios opidides enddgenos), os
esteroides sexuais (capazes de influenciar diretamente o hormonio responsdvel por liberar
a gonadotrofinas - GnRH), liberador de corticotrofina - CRH, neuropeptideo Y, o
peptideo intencional vasoativo - VIP, peptideo pancredtico humano - hPP, substancia P,
endotelinas e galanina (OSPINA et al., 2004; AKABORI et al.,2010; FEBRASGO, 2010;
XING et al., 2012; SARVARI et al., 2014).

Efeitos indiretos do estrogénio sobre os neurénios do SNC:

- Células gliais: Aumenta seu crescimento, densidade dendritica,
ampliando assim a comunicacao entre os neurdnios e as células glia.

- Fluxo sanguineo cerebral, efeitos a curto prazo direto sobre vasos
sanguineos cerebrais, vasodilatacdo; a longo prazo, coagulagdo e fibrindlise, e sobre o
metabolismo de lipidios.

- Atividade cerebral, determinando seu aumento.

- Sinal de transmissdo pré e pds-sindptico por meio do aumento da sintese
de neurotransmissores e receptores.

- Protecdo contra danos oxidativos, envolvendo a beta-neurotoxidade e a
toxicidade do glutamato. O estrogénio funciona como um importante agente antioxidante
protegendo os neurdnios de estresse oxidativo e podendo até proteger o SNC de eventuais

isquemias.
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- Producido de fatores de crescimentos, determinando assim o aumento dos
mesmos estrogénios, estimulando grande variedade de fatores neurotréficos no SNC, e
promover a regeneracdo de neurdnios parcialmente lesados.

- Inibicdo da expressdo de moléculas de adesdo e citocinas.

- A ramificagdo dendritica e a formagao de sinapses em espinha dendritica
no hipocampo € melhorada além de aumentar a atividade de acetiltransferase de colina
nos membros anteriores do cérebro basal, bem como no hipocampo de ratos
(FEBRASGO, 2010; MONTELEONE et al., 2018; COUGHLAN et al., 2019).

- O transporte de glicose através da barreira hematoencefdlica com o
estrogénio ¢ melhorado junto com a utilizagdo da glicose no cérebro, evitando uma
cascata que induz a neuroglicopenia que levam a degeneracdo neural (FEBRASGO,
2010; MONTELEONE et al., 2018; COUGHLAN et al., 2019).

- O seu efeito anti-apoptdtico tem uma contribuicdo na sobrevivéncia
celular dos neurOnios através da modulagdo das neurotrofinas que induzem o
funcionamento dos neurdnios (COUGHLAN et al., 2019).

- Efeitos neuroprotetores, estimulacdo da atividade colinérgica e redugdo
do dano oxidativo, além de impedir que a proteina beta-amiloide induza o aumento de
célcio intracelular e provoca danos mitocondriais (COUGHLAN et al., 2019).

A figura 2 representa as influéncias da menopausa no cérebro. Tanto o humor
quanto as fungdes cognitivas se alteram por conta do aumento da noradrenalina, do
cortisol, e beta amiloide, assim como queda de dopamina, de serotonina, de
androstenediona, de testosterona, da funcdo GABA, de beta endorfinas, de
alopregnanolona, de dehidroepiandrosterona (DHEA), de sulfato dehidroepiandrosterona
(DHEAS). J4 no sistema urogenital, observa-se a queda da E1, do E2, da androstenediona,
da testosterona, da DHEA e DHEAS (MONTELEONE et al., 2018).

Na pele e no cabelo podem ser observados alteracdes associadas ao
envelhecimento, que por sua vez tém relacdo com a queda da relacdo Estrogénio /
Androgénio, e queda da testosterona e Diidrotestosterona (MONTELEONE et al., 2018).

A remodelagdo 6ssea sofre alteracdes por conta da queda do E2 e do fator de
crescimento transformante beta (TGFp), e elevagdo do N-telopeptideo de coldgeno tipo
1, do telopeptideo C-terminal do coldgeno tipo 1, das ligacdes cruzadas de piridinolina,

da interleucina 1 (IL-1), da interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa).
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S@o observados também alteracdes metabdlicas e cardiovasculares que estdao

associadas ao aumento da lipoproteina de baixa densidade (colesterol LDL), do 4cido

graxo livre (AGL), do triglicerideos, do cortisol, da testosterona, da leptina e do sistema

renina-angiotensina. As alteracdes musculares sdao afetadas negativamente por conta da

queda do hormdnio de crescimento (GH), do fator de crescimento semelhante a insulina

(IGF-1) da proteina ligadora do IGF-1 tipo 3 (IGFBP3) e da testosterona. Em resumo a

queda da inibina B, E2 e progesterona, assim como a elevacdo do hormonio foliculo

estimulante (FSH) e do hormonio luteinizante (LH) caracterizam o mecanismo deletério

do periodo da menopausa (MONTELEONE et al., 2018).

Figura 2: Menopausa e Cérebro.

Sintomas urogenitais, | Inibina B.
libido e excitagdo sexual T FSH

LE1 T LH.

L E2 | E2.

| Androstenediona | Progesterona
| Testosterona

| DHEA

| DHEAS

Envelhecimento da pele e mudanga

no cabelo.

| Relag@o Estrogénio: Androgénio.
| Testosterona.
|Diidrotestosterona.

Humor e fungdes cognitivas:
atividade neuroenddcrina
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3.3. Fluxo sanguineo e atividade cerebral

Na menopausa ocorre uma redu¢io na zona termo neutra do corpo que leva a

ocorréncia de pequenos aumentos de temperatura corporal central, provocando o

desencadeamento de reacdes termo regulatdrias excessivas, que causam vasodilatacdo
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periférica e sudorese para a eliminacdo dessa temperatura elevada. O circuito
termorregulador € formado por elementos funcionais que estdo sobre o controle
catecolaminérgico e/ou serotonérgico, papel fundamental na integracdo de informacdes
térmicas junto com o controle dessas reagdes termo regulatdria, no qual o responsével por
controlar esses mecanismos € o hipotdlamo (BORGES, 2018; SANTOS, 2021).

Com o processo de perimenopausa, os ciclos hormonais sexuais ficam
dessincronizados e irregulares, podendo chegar ao seu pico e acabam tendo uma
diminuicdo acelerada; com essa irregularidade, o cérebro ndo consegue se adaptar ao
ciclo, o que leva a disfuncdo termo-regulatéria, alterando as funcdes nas vias
noradrenérgicas e serotoninérgicas, sendo que essas duas vias apresentam um papel
importante na estabiliza¢do da zona termo neutra. Com a lenta progressao, reducio e o
desaparecimento final dos sintomas vasomotores durante essa transi¢do da menopausa,
os reajustes cerebrais frente as diferentes concentracdes hormonais e de
neurotransmissores, podem exigir uma quantidade de tempo diferente e varidvel para
cada individuo (KOEBELE; BIMONTE-NELSON, 2016; MONTELEONE et al., 2018.

As células gliais, importantes tanto na funcdo neural normal quanto em situacao
de dano no SNC, estdao envolvidas na sintese € no metabolismo dos compostos esteroides,
por exemplo o E2, que € sintetizado no ovdrio chega aos neurdnios via corrente sanguinea.
Uma outra via de producao de estradiol pode ocorrer através dos astrocitos, que sintetizam
a testosterona (sintese local) a transforma em estradiol através da enzima aromatase. Nos
individuos do sexo feminino, a sintese de testosterona acontece no cortex adrenal (25%),
nos ovarios (25%), bem como também por aromatizag¢do (50%) no figado, rins, intestinos,
pulmdes, tecido adiposo e SNC (RIBEIRO et al., 2017).

O fato em destaque € que as mulheres na menopausa apresentam uma diminui¢ao
na concentragao de estradiol, que estd associada a diminui¢do do fluxo de sangue cerebral,
causando com isso adaptagdes negativas tanto na expressao neural como na sintese local
de estrogénio em diferentes dreas cerebrais (FEBRASGO, 2010).

O mecanismo do estrogénio no cortex cerebral acontece por 3 vias: difusdo direta
do E2 periférico para o sistema nervoso central (SNC); conversdo da testosterona e
androstenodiona pela aromatase pré-sindptica existente no cérebro; e pela sintese de novo
de estrogénio no cérebro a partir do colesterol. O E2 estimula seus receptores desde o
desenvolvimento do individuo, caso ocorra uma lesdo cerebral pode acontecer uma
inibi¢do deste mecanismo (NASSIF et al., 2005; ISHUNINA et al., 2007; FEBRASGO,
2010; RIBEIRO et al., 2017).
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Os hormonios sexuais na fase adulta, como por exemplo o estrogénio, podem
afetar as funcdes cerebrais através de neurotransmissio moduladora, chamados de
esteroides neuroativos (modulam a excitabilidade neuronal através de interacdes
especificas com receptores de neurotransmissores € canais de ions). Sua sintese ocorre no
SNC, predominantemente no hipocampo, a partir do colesterol endégeno. A produgdo
dos neuroesteroides acontece nas mitocondrias € nos microssomos de neurdnios e células
da glia, e sua liberacao ocorre por difusdo passiva (PALMEIRA et al., 2011).

A falta de E2 no cérebro pode alterar as funcdes cognitivas, de concentragdo e de
memoria e depressdo, Em média 33% das mulheres podem ser acometidas por um
episddio de depressdo, sendo que 9% apresentardo durante o climatério (FREEMAN,
2011). As dreas do cérebro responséveis pelo sistema cognitivo (cortex, lobos temporais
e sistema limbico), possuem receptores estrogénicos que estdo associados com memoria

e concentragdo (GIACOMINI, 2006).

3.4. Ovariectomia

Tendo em vista as alteracdes que ocorrem durante a menopausa, modelos animais
sdo submetidos a Ovariectomia (pela semelhanc¢a na sintomatologia), para compreender
os acometimentos no periodo da menopausa. A ovariectomia é um procedimento
cirirgico de retirada dos ovérios considerado padrdao ouro no declinio abrupto dos
hormonios sexuais em animais experimentais € em mulheres (LEMINI, 2015; COLLINS,
2017; CARDOSO; CAMARGO, 2017).

Uma fase conhecida como ciclo estral, marca o ciclo hormonal nas ratas, com
duracdo de 4 a 5 dias, e no fim deste ciclo o revestimento da parede uterina € absorvido;
o periodo da estropausa (periodo em que os animais perdem a capacidade de reproducdo)
acontece entre 0 9° e o 12°més de vida, diferenciando-se das mulheres, visto que o ciclo
¢ conhecido como ciclo menstrual, e a fase ndo reprodutiva acontece por volta dos 50
anos de idade e o revestimento da parede uterina é descamado do corpo por meio da
menstruacdo (MESSIER et al., 2011; KOEBELE, 2016; BARBBOSA et al., 2016).

Em complemento a todos esses fendmenos citados acima, no trabalho de KALU
(1991) realizou-se em ratas maduras jovens os procedimentos de remog¢do dos ovérios
através de uma cirurgia bilateral. Justificada pelo fato de evitar todas as influéncias dos
fendmenos associados aos processos de envelhecimento nos resultados encontrados nos
estudos (BRINTON, 2012). Apés trés semanas da cirurgia, os animais tendem a estar

recuperados e os seus niveis séricos de E2 tendem a estar suprimidos e préximo a zero, e
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com essa modificagdo hormonal podemos notar algumas mudangas no decorrer do tempo,
mudanca como a alteracdo significativa na composi¢do corporal e atrofia vaginal

(BRINTON, 2012; KOEBELE, 2016).

3.5.Cérebro

A estrutura cerebral é composta por uma rede de células nervosas (neurdnios),
com a peculiaridade de possuir trés dominios funcionais, sendo o primeiro o corpo celular
(nucleo, ribossomos, reticulo endoplasmaético rugoso, complexo de Golgi, mitocondrias
e lisossomos), o segundo, um longo axdnio (amielinizado) e o terceiro, numerosas regioes
sindpticas denominadas como dendritos (SAXTON; HOLLENBECK, 2012; WU et al.,
2013).

O cérebro é uma estrutura com alta demanda metabdlica, (consumindo cerca de
20 % do oxigénio captado). Suas atividades com o oxigénio consumido envolvem a
sintese do ATP, necessdrio pelo sistema nervoso central para manter o gradiente idnico
da membrana celular, promover a neurogénese, diferenciacdo celular, formagdo de
dendritos e axonios (JAIN et al., 2010; BOLISETTY; JAIMES, 2013; GEHRKE et al,
2015; RAJASEKARAN et al., 2015; XAVIER et al., 2015).

3.6. MitocOndrias

Dada sua importancia, ¢ simples constatar que a integridade das mitocondrias
pode afetar a viabilidade celular, comprometendo tecidos e 6rgaos (KOWALTOWSKI,
2000). A funcao mitocondrial tem uma dependéncia do estrogénio, responsavel por evitar
uma desregulagio da homeostase do calcio (Ca?"), o que aumenta o sequestro
mitocondrial do Ca?", e a0 mesmo tempo, sustenta a respiragio mitocondrial. O estrogeno
também ¢ capaz de aumentar a geracdo de adenosina trifosfato (ATP) em neurdnios
saudaveis do hipocampo, além de sustentar a geragao de ATP mesmo apds uma exposi¢ao
a AB-42 (YAO; BRINTON, 2012).

A produgdo de ATP acontece nas mitocOndrias, que por sua vez sdo organelas
formadas por quatro compartimentos (Figura 3), divididas em membrana externa, espaco
intermembranar, membrana interna e matriz mitocondrial, local em que os ribossomos e
DNA (DNAmt) estdo envolvidos na sintese de proteinas especificas responsaveis pelo
processo de formacdo dos complexos da cadeia transportadora de elétrons (CTE),
componente da membrana interna. Os complexos proteicos (I-IV) concomitante a
atividade do Ciclo de Krebs (na matriz) otimizam a geragdo de um gradiente

eletroquimico de prétons (H*) através da membrana interna (a passagem de elétrons pela
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cadeia respiratéria e o oxigénio € acoplada ao transporte de H* da matriz para o espaco
intermembrana). Uma vez formado, o gradiente eletroquimico de H* aciona o complexo
V (ATP Sintase), desta forma acontece a catalisacdo da sintese de ATP, conhecido
também como fosforilacdo oxidativa (Figura 4) (FRIEDMAN; NUNNARI, 2014;
ALBERTS et al., 2017).

Figura 3: Morfologia da Mitocondria.

Espago Membrana externa
intermembranas

Membrana

externa Membrana

X de limite interno
Espaco da y/ Cristas
crista

Espaco
intermembranas

Membrana de
limite interno

Membrana
da crista

Cristas .
Juncdo da crista

Espaco da crista

Jungao da ©

crista
(B)

Matriz

Fonte: Modificado de Alberts et al., (2017)

Figura 4: Cadeia Transportadora de Elétrons
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Fonte: Modificado de Nelson & Cox (2013)

No intersticio celular, as mitocondrias, pelo mecanismo de fissdo e fusdo,
caracterizam-se pela capacidade do potencial de membrana, transporte de biomoléculas,
e desencadeamento da biogénese e mitofagia (Figura 5). Estas dinimicas sdo

fundamentais na distribui¢do, regulac@o e bioenergética mitocondrial, caso ndo ocorram
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podem desencadear disfun¢des mitocondriais, comprometendo a sadde celular, incluindo
doengas neurodegenerativas (TANNER et al., 2011; STEKETEE et al., 2012; XAVIER
et al., 2015; SZCZEPANOWSKA; TRIFUNOVIC, 2015; ZHANG et al., 2015;
BUNKAR et al., 2016).

A dinamica mitocondrial em neur6nios é regulada pelas atividades da fusdo,
fissdo, transporte mitocondrial e mitofagia. As mitocondrias danificadas (marcadas em
vermelho, Figura 5) podem ser restauradas pela fusdo (1) com mitocOndrias saudaveis
(em verde), um processo que ocorre principalmente no corpo celular dos neurdnios e sao
direcionados pela mitofusina (Mfn) e Optical atrophy 1 (OPA1). Ja as mitocOndrias
sauddveis sdo transportadas nos axonios do corpo celular para as sinapses pelo sistema
de transporte axonal anterogrado (2), com o suporte da proteina motora cinesina. As
mitocondrias envelhecidas e danificadas podem sofrer fissdo (3) direcionadas pela
Dynamin-related protein 1 (DRP1) e Fission 1 homologue protein (Fis1), essas organelas
sdao trazidas de volta ao corpo celular neuronal pelo sistema de transporte axonal
retrogrado (4), sendo auxiliada pela proteina motora dineina. Em condi¢des de danos
irreversiveis no DNA mitocondrial, esta organela € destinada ao autofagossomo (5)

(NELSON; COX, 2013; DEVOTO; FALZONE, 2017).

Figura 5: Dindmica Mitocondrial no Neurdnio
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As mitocondrias s@o as organelas responsdveis por 90% do fornecimento de
Adenosina Trifosfato (ATP), processo esse que ocorre através da fosforilacao oxidativa.
(CHEN et al., 2006). Além disso, a mitocOndrias apresentam outras importantes funcgoes,
as quais envolvem a integracdo e coordenagdao da morte celular programada, também

conhecida como apoptose (BELZACQ et al., 2002).

3.7. Estrogénio (E2)

O E2 tem a capacidade de aumentar a respiragdo mitocondrial mdxima nos
neurdnios e a respira¢do basal e maxima na glia, assim como observa-se um déficit na
bioenergética mitocondrial, mas quando existe a reposi¢do E2 exdgeno, o mesmo déficit
ndo € apresentado, desta as vias de sinaliza¢do induzidas pelo estrogénio aderem para as
mitocdndrias, transformando assim a mitocondria como um elemento central do ponto de
convergéncia da acdo do estrogénio nos neuroénios (YAO et al., 2011).

Em neurdnios do SNC, o E2 ativa um sistema de cascata de sinalizac¢io, incluindo
a protefna quinase ativada por mitégeno (MAPK), fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K),
sinalizacdo regulada pela proteina G, c-fos, proteina quinase C (PKC) e influxo de Ca**.
Todas as vias foram associadas a regulacdo do E2 da funcdo e sobrevivéncia neural, e,
contudo, a via PI3K tem um potencial de ativar simultaneamente as vias de sinaliza¢do
MAPK, PKC, Ca* e Akt. Como resultante das ativacdes das vias citadas, obtém-se
respostas neuroprotetoras coordenadas envolvendo respostas de forma imediata,
intermediaria e a longo prazo, sendo que as imediatas envolvem a fosforilacdo mediadas
por PKC responsdveis pela abertura rapida dos canais de cdlcio do tipo L seguindo para
ativacdo da via de sinalizacdo Src, ERK e CREB, paralelamente a ativagcdo da via PI3K
que leva a fosforilacdo de AKT inativando a proteina pré-apoptdticas, ja as respostas
intermediarias sao caracterizadas pela translocagdo de Ca**, pERK e pAKT para o niicleo

e ativacdo do fator de transcricdo CREB (YAO; BRINTON, 2012).

3.8. Translocador de Nucleotideo de Adenina
Por caracteristica, a Adenina-nucleotideo-translocase (ANT) (figura 6) € uma
proteina bifuncional especifica, € encontrada na membrana interna mitocondrial, com sua
concentracdo em torno de 10 %, sendo a mais abundante. Sua funcdo permite a troca
eletrogénica de dois substratos, ADP e ATP, na propor¢do de 1:1 entre a matriz e o espago

intermembrana, o que gera uma estrutura dimérica formada por duas subunidades com
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um peso molecular de 32 kDa (LEE et al., 2009; SHARER, 2005; BELZACQ et al.,
2002).

A ANT diferencia-se em duas formas diferenciados, enquanto uma pode ser
chamada de citosélico “c” (ANTc¢), e a segunda € conhecida como matricial “m” (ANTm).
A ANT também esta envolvida em outros processos mitocondriais, como exemplo, o
vazamento basal de proétons, a abertura dos poros de transicdo e a permeabilidade
mitocondrial (PEBAY-PEYROULA et al., 2003; BRAND et al., 2005; GOTTLIEB;
TOMLINSON, 2005; BRENNER et al.,, 2011; DIVAKARUNI; BRAND, 2011;
NELSON; COX, 2013).

Portanto, essa fun¢ao € dependente de nucleotideos, o que implica em um papel
central no metabolismo energético e na compartimentagdo energética através do
acoplamento da sintese mitocondrial de ATP a entrega citosdlica. As fungdes
mitocondriais, incluindo a troca eletrogénica ADP/ATP (figura 6) através da membrana
interna, a participacdo no complexo de poros de transi¢do de permeabilidade (PTPC)
estimulado por Ca’*e espécie reativa de oxigeno (EROs), uma atividade de
desacoplamento que € estimulada por superéxido de &nion, dcidos graxos e lipidios
peroxidados. As fungdes sdo moduladas pelo potencial interno transmembrana, AWm,
que € gerado pela fosforilac@o oxidativa e pela fun¢io dos complexos respiratorios [ a V.
Cytc, citocromo c; G6P, glicose-6-fosfato HK, hexoquinase, TCA, ciclo do dcido
tricarboxilico; U, uniporte de cdlcio; UCP, proteina de desacoplamento (PEBAY-

PEYROULA et al., 2003; GOTTLIEB; TOMLINSON, 2005; BRENNER et al., 2011).
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Figura 6 — Troca eletrogénica ADP/ATP
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Fonte: Modificado de Brenner et al. (2011)

Como fun¢do, a ANT catalisa o processo energético de exportacdo de ATP da
matriz mitocondrial para o espago intermembrana e, inversamente, a importagao de ADP
do espaco intermembrana para a matriz. O transporte € eletrogé€nico e impulsiona a troca
de ATP* e ADP* . Enzimaticamente a atividade da ANT ¢ caracterizada em mitocondrias
isoladas de varios tecidos com nucleotideos radiomarcados e em proteolipossomas
nativos contendo ANT. A otimiza¢do na troca de ADP e ATP € moderada e a abundéncia
da portadora refletiria uma adaptacdo a alta demanda intracelular da exportacdo de ATP
(PFAFF; KLINGENBERG, 1968; PFAFF et al., 1969; VIGNAIS et al., 1973; LAUQUIN
etal., 1979; BRANDOLIN et al., 1980; KLINGENBERG, 2008; BRENNER et al.,2011;
DIVAKARUNI; BRAND, 2011; NELSON; COX, 2013).

Este mecanismo de troca do ADP/ATP € controlado pela for¢a préton-motriz, ao
passo que essa troca ocorre, a ANT transfere quatro prétons para fora da matriz, a cada
trés que sdo transportadas para dentro. Por conta disto, sua acdo é favorecida em razao do
gradiente eletroquimico transmembrana, visto que a matriz mitocondrial € mais
eletronegativa do que o espago intermembranoso (DIVAKARUNI; BRAND, 2011;
NELSON; COX, 2013).

3.9.ATP-sintase
A cadeia transportadora de elétrons é formada por uma série de proteinas e

moléculas organicas encontradas na membrana interna da mitocondria. Os elétrons sdo
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passados de um componente da cadeia transportadora para outro em uma série de reagdes
redox. A energia liberada nestas reacdes € capturada na forma de um gradiente de prétons,
o qual é usado para produzir ATP em um processo chamado quimiosmose. Juntas, a
cadeia transportadora de elétrons e a quimiosmose formam a fosforilagio oxidativa, como
observado na Figura 7 (NADEGE et al., 2009; PEREIRA et al., 2012; NELSON; COX,
2013).

Figura 7: Cadeia transportadora de elétrons:
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Fonte: Modificado de Pereira et al. (2012)

Como demostrado na figura 6, os complexos da cadeia respiratéria I, I, Ill e IV,
e a ATP-sintase, sdo apresentados na forma de quatro complexos de proteinas que,
transferem os elétrons provenientes da nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e
Flavina Adenina dinucleotideo (FADH?2) para o oxigénio, que € o receptor final e cuja
redugdo gera uma molécula de 4gua. No transporte de elétrons, acontece 0 bombeamento
de prétons pelos complexos I, IIT e IV da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial,
0o que gera um gradiente eletroquimico entre o espaco intermembrana e a matriz

mitocondrial. Os prétons bombeados para o espago intermembrana retornam a matriz
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mitocondrial pela ATP Sintase, gerando energia a partir desse processo para a formagao
de ATP necesséria para a célula, onde ATP = ADP + Pi + Energia (NADEGE et al., 2009;
PEREIRA et al., 2012)

O termo ATP Sintase € atribuido as enzimas que fornecem energia (localizadas
na membrana mitocondrial interna) para o funcionamento das células através da sintese
de ATP. A maioria do ATP celular nos eucariotas € sintetizada por duas subunidades da
ATP Sintase durante a fosforilagio oxidativa a partir de ADP e de fosfato inorganico (Pi),
utilizando energia proveniente da decomposicdo da glicose (na fosforilacdo oxidativa),
esta reacao € impulsionada pelo fluxo de prétons do espaco intermembrana para a matriz
mitocondrial. A ATP sintase também € conhecida como complexo V ou F1-Fo-ATPase,
e € constituido por 10-15 subunidades distintas. A subunidade F1, periférica de
membrana, e Fo (“0” indica sensivel a oligomicina), integral 8 membrana Em condi¢des
fisioldgicas, a producdo de energia mitocondrial pode alternar entre dois estados de
energia: basicamente, o estado 4, caracterizado por uma respiracdo lenta e em que ha
baixa producdo de ATP (potencial elétrico elevado), enquanto que o estado 3 ¢é
caracterizado por uma respiracdo rdpida com elevada producio de ATP (BENARD;

ROSSIGNOL, 2008; NADEGE et al., 2009; NELSON; COX, 2013).

3.10. Carreador de fosfato

Uma proteina denominada carreador de fosfato inorganico mitocondrial (PiC),
cuja principal fun¢do é conhecida como transporte de fosfato inorgéanico presente no
espaco intermembrana para a matriz mitocondrial. A PiC estd localizada na membrana
mitocondrial interna (MMI), e compde com a ANT e a ATP-sintase o grupo de proteinas
responsaveis pela fosforilagdo oxidativa e producdo de ATP (MAYR et al., 2007;
KWONG et al., 2014).

Outra fungdo da PiC estd relacionada ao processo de modulacdo no poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial (mPTP), sendo associada na regulacdo da morte
celular, desempenhando seu papel no metabolismo energético mitocondrial. Este mPTP
estd envolvido na morte celular ndo programada, visto que seu mecanismo permite a
perda ponderal do potencial de membrana mitocondrial, por conta de sua caracteristica
sendo um canal ndo seletivo, formado como resultante a sobrecarga de Ca*, o que
aumentaria o estresse oxidativo, permitindo assim a permeabilidade mitocondrial para
solutos de até 1500 Dalton, causando com isso danos irreversiveis, a regulacdo acontece

pela ciclofilina D, ANT e proteinas apotedticas na membrana celular externa trés
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complexos distintos (ATP-sintase, ANT e Carreador de fosfato) localizados na MMI. A

ativacdo do mPTP acontece pelo fosfato inorgéanico (Pi), além do que, vale ressaltar sua

capacidade de formar canais inespecificos nas membranas lipidicas, o que explicaria a

premissa de que o carreador de fosfato seja um componente da membrana interna do

mPTP. Em virtude destas colocagdes, ressalta-se que o PiC ndo € um componente direto
do mPTP, no entanto pode regular sua atividade (ALCALA et al., 2008; LEUNG et al.,
2008; HALESTRAP 2009; KWONG et al., 2014).

Figura 8: ANT-1, ATP-sintase e Trocador de fosfato
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Fonte: modificada de Mayr et al. (2007); Nelson & Cox (2013); Kwong et al. (2014)

36



A figura 8 demonstra o funcionamento sincronizado das trés proteinas avaliadas
nesse trabalho, caso ocorra alguma modificag@o na estrutura ou na func¢ao destas proteinas
toda a fungdo e respiracdo mitocondrial poderé ser prejudicado diminuindo assim o FCC,

de um ou todas as trés proteinas envolvidas na fosforilacao oxidativa.

3.11. Coeficiente de Controle de Fluxo — FCC

No trabalho de Gellerich & Bohnensack (1990), propde-se a utilizacdo do FCC,
visto que se trata de um modelo matematico de regressao nao linear que relaciona o fluxo
metabolico (J) com a concentracdo do inibidor (I) adicionado com intuito de otimizar a
obten¢do dos resultados de uma determinada andlise. A técnica propriamente dita foi
desenvolvida para estimar os coeficientes de controle de fluxo (Co), para obtengao dos
resultados utilizou-se titulagdes com inibidores ndo competitivos, especificos e
irreversiveis, sendo independente da concentragdo dos intermediarios, para idealizar o
modelo proposto, que considera o equilibrio de dissociacdo (Kp) que existe entre o
inibidor e seus sitios de ligagdao (Eo), bem como uma estimativa objetiva da inclinagdo
inicial, mediante as titulacdes sdo executadas a curva que tendem a chegar a inibi¢ao
completa, impedindo assim a respiracao. Esse método emprega a regressao nao linear em
relacdo ao equilibrio de dissociagdo entre o inibidor e seus sitios de ligagdo, assim como,
este método permite quantificar a atividade especifica das enzimas tituladas. Gellerich &
Bohnensack (1990) demonstraram a eficicia desse método para titulagdes de
mitocondrias de figado de rato com antimicina A e carboxiatractilosideo. As formulas
para o calculo do FCC estao demonstradas a seguir:

Equagdo 1
KD = E X Ifree
El

Equagdo 2
E2+(KD+I—E0)XE—KDXE0:0

Equagdo 3
J=oaxE +vy
B+E

Equacao 4
J=axE" +y
B+ E”

Equacgdo 5
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J= n (Jo—Ji)*> x BE" +Ji (5)
CoxJox Eo"+[(n—Co)xJo—nxJj] x E"

Através da estimulag@o da respiracdo mitocondrial por ADP ocorre um aumento
da atividade enzimadtica até alcangar seu pico de respiragdo, onde encontra-se o ponto A;
a partir desse ponto estima-se a concentracdo Otima dos inibidores especificos e
irreversiveis (carboxiatractilato — CAT; oligomicina — OLIGO; mersalil — MERS), que
promovem a queda abrupta, chegando-se assim ao ponto B, que representa o nivel mais
baixo, onde ocorre a estabilizacdo da inibi¢gdo promovida pelos ja citados inibidores. A
proposta do cdlculo do FCC compreende a composi¢io da titulacdo, que deve conter
inibidores especificos para cada proteina analisada, como o inibidor CAT, que é um
inibidor extremamente especifico da ANT-1 por ligar-se seletivamente ao lado “c” desta
proteina. A CAT influencia a mudanca na velocidade do consumo de oxigénio (O,), visto
que encerra o aumento da atividade da bioenergética mitocondrial induzida pelo ADP e
inibe imediatamente a ligacdo do ADP aos sitios de ligacdo na ANT (KLINGENBERG,
1974; KLINGENBERG; GREBE; SCHERER, 1975; KLINGENBERG; BUCHHOLZ,
1973).

A OLIGO também ¢ um inibidor especifico, classificado como um farmaco com
caracteristica antibidtica, que age diretamente na ATP Sintase; seu mecanismo esta
relacionado pela sua ligacdo a uma subunidade de Fo, onde bloqueia 0 movimento de
protons através desse canal (NAKATA, 1995). As mitocondrias ao serem inibidas pela
OLIGO perdem a funcionalidade da ATP Sintase, ndo ocorrendo desta forma a
fosforilacao oxidativa, pois o potencial de protons mitocondrial ndo pode ser utilizado
para a sintese de ATP (NICHOLLS, BUDD, 2000; NELSON, COX, 2012).

Um terceiro inibidor especifico para entendimento do Coeficiente de Controle de
Fluxo (FCC) ¢ o mersalil (MERS), o qual apresenta a capacidade de bloquear o carreador
de fosfato (DIWAN et al., 1980). Sua familia farmacoldgica pertence aos diuréticos, por
ter mercurio na composi¢do, sendo considerado um composto toxico; apresenta afinidade
no carreador de fosfato mitocondrial, impedindo que o fosfato alcance a matriz
mitocondrial impossibilitando a formacdo de ATP pela ATP-Sintase (STEWART et al.,
1965).

3.12. Exercicio Fisico
O exercicio fisico tem papel crucial na manutencao da saide do ser humano, por

conta da sua propriedade ndao farmacoldgica de promover niveis satisfatorios de bem-
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estar ao individuo submetido a sua prética, inibindo o aparecimento de alteracdes
associados ao processo degenerativo do organismo acompanhado do processo de
envelhecimento, dentre as principais respostas do exercicio fisico, tem-se adaptacdes
benéficas do SNC, como por exemplo melhoras na cogniciao, diminui¢do do risco de
depressao e ansiedade (MATSUDO, 2009).

Uma das formas de intervenc¢ao de exercicios fisico (EF) é a pratica do exercicio
resistido (ER), conhecido como uma variacdo de exercicios em que sdo executados
movimentos contra uma resisténcia, que pode ser aplicada contra o peso do préprio corpo
ou sendo executados por algum tipo de equipamento (FLECK; KRAEMER, 2017).

O EF apresenta diversos beneficios quando praticado com regularidade, como por
exemplo, melhora na capacidade fisica, hipertrofia e forca muscular, resisténcia muscular
e aumento na quantidade e qualidade funcional de mitocondrias (HAWLEY ,etal.,2014).

O EF promove respostas na mitocondria como o aumento do tamanho, do volume
e do numero de mitocondrias, este processo ¢ conhecido como biogénese mitocondrial
(CHERRY et al., 2015).

O treinamento fisico pode contribuir para o aumento da biogé€nese mitocondrial
cerebral por conta do estimulo ao mtDNA e mRNA, afirmacdo esta demonstrada pelo
estudo de Steiner et al. (2011), que induziu camundongos por 8 semanas de treinamento
em esteira. Observou-se neste estudo aumento nos marcadores de biogénese mitocondrial
no cérebro em conjunto com mRNA e mtDNA, uma consequéncia funcional dessas
mudangcas foi confirmada usando um teste em esteira, desta forma pode ser comprovado
um aumento na biogénese mitocondrial no cérebro, que esta associada a um melhor
desempenho de resisténcia apos o treinamento fisico.

Um fato que deve ficar em destaque seria a diminui¢do na utilizagdo de glicose
cerebral que tem como uma das principais consequéncias a diminui¢ao da funcionalidade
da bioenergética mitocondrial, um mecanismo ativado pela perda de hormonio ovariano
que ocorre devido a OVX em camundongos (DING et al., 2013).

Sabe-se que os defeitos no metabolismo energético estdo relacionados a varios
disturbios neurodegenerativos (MORAN et al., 2012), e que os estrogénios tem
capacidade de regular regulam enzimas-chave do metabolismo energético (RETTBERG
et al., 2013), a creatinaquinase (CK), esta enzima esta presente em tecidos que requerem
alta demanda energética para o desempenho de suas func¢des, como o tecido muscular

cardiaco, musculo esquelético e cérebro, e catalisa a reacdo de transferéncia de fosforil
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grupamento da fosfocreatina para ADP, regenerando ATP (WALLIMANN; HEMMER,
1994).

A CK ¢ um marcador de dano celular em doengas que afetam o SNC, sua inibi¢ao
indica patogénese de varias doencas neurodegenerativas, como isquemia e doenga de
Azheimer (TOMIMOTO et al., 1993; AKSENOV et al., 2000; FREITAS et al., 2010).

As mitocOndrias compreendem uma rede de intercomunica¢do com uma
morfologia dindmica e fungdo mitocondrial, que constantemente se adaptam para
acomodar seu proprio ambiente mediado pelas demandas energéticas e estimulos gerados
durante o TR (KIRKWOOD et al., 1986; YOULE; VAN DER BLIEK, 2012; MEINILD
LUNDBY et al., 2018).

A cadeia transportadora de elétrons do musculo esquelético tem ajustes adaptados
em resposta ao exercicio, promovendo aumento do conteido mitocondrial (complexo I,
IL IIL, IV e V), fato este comprovado pelo achado de que a cadeia respiratoria do musculo
esquelético ¢ afetada por exercicio, ndo apenas no contetido total de complexos
individuais, mas também na forma como eles se agrupam em supercomplexos, tais
modificagdes acompanham melhorias funcionais e fisiologicas (GREGGIO et al., 2017).

Ao modular a montagem ultraestrutural de CI e CIII, a capacidade de usar
equivalentes redutores de NADH durante a contracdo muscular pode ser aumentada. Os
supercomplexos respiratorios aceleram o transporte de elétrons, evitando assim a geragao
de EROs (GHELLI et al., 2013; MARANZANA et al., 2013). Dessa forma, o aumento
do supercomplexo garante que os altos fluxos de transporte de elétrons durante o
treinamento fisico ndo se traduzam em quantidades prejudiciais de EROs (GREGGIO et
al., 2017).

A biogénese mitocondrial esta coordenada com o genoma mitocondrial (mtDNA)
e nuclear (nDNA), este processo promove o crescimento da organela em volume que
sofre divisdo subsequente por fissio (GOMEZ-CABRERA et al., 2015).

E sabido que o EF é capaz de estimular a biogénese e o conteido mitocondrial,
fazendo assim com que melhore a sua funcao respiratoria, promovendo a diminui¢ao da
percepgao de fadiga e melhora no desempenho fisico (HOLLOSZY, 1967), prevencao de
doencas cronicas ndo transmissiveis (DUNCAN, 2011; LIN et al., 2006). Existem
publicacdes que associam a idade com declinio na atividade mitocondrial no cérebro
(NAVARRO et al., 2004; NAVARRO et al., 2007; BOVERIS; NAVARRO, 2008;
MARTON et al., 2010). Assim como citado neste trabalho, existe a correlagdo entre

disturbios psicoldgicos e disfungdo mitocondrial (BEAL, 1992; GRAHAN et al., 1997;
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BOBBA et al., 2013). Por conta desta premissa, ao estimular a biogénese mitocondrial e
a formacg@o dos supercomplexos por meio do exercicio fisico, o EF pode trazer mais
qualidade de vida para os individuos acometidos pelos problemas psicologicos

(GERHART-HINES et al., 2007; PUIGSERVER et al., 2003).
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4. OBJETIVO

4.1. Objetivo geral
Avaliar os efeitos da ovariectomia e do Treinamento Resistido (TR) sobre a
eficiéncia do COEFICIENTE DE CONTROLE DE FLUXO (FCC) e o consumo de

oxigénio durante a respiracao acoplada do Cortex Pré-Frontal de ratas maduras jovens.

4.2. Objetivos especificos
Avaliar os efeitos da Ovariectomia e do Treinamento Resistido sobre:

a) O funcionamento global e intrinseco dos complexos da Cadeia Transportadora de
Elétrons Mitocondrial dos neurdnios do cortex pré-frontal;

b) A atividade da ANT-1, da ATP-Sintase e do Trocador de Fosfato em modelo “in

vivo” (bidpsia) dos neurdnios do cortex pré-frontal;
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5. HIPOTESE

A hipétese principal idealizada para esse projeto estd baseada na premissa inédita,
de que a ovariectomia poderd promover disfun¢ao mitocondrial dos neurdnios do cortex
pré-frontal ao diminuir drasticamente o coeficiente de controle de fluxo da cadeia
respiratéria mitocondrial. Na medida progressiva da hipétese principal, podemos inferir
se a disfuncdo mitocondrial além de ser promovida pela Ovariectomia, também pode estar
relacionada com possiveis alteracdes na expressdao genica e/ou atividade da ANT-1, da
ATP Sintase e/ou do Trocador de Fosfato (YAO; BRINTON, 2012).

Como hipdtese secundaria deste projeto, entendemos que o treinamento resistido
serd efetivo em diminuir os efeitos deletérios provocados pela ovariectomia no
coeficiente de controle de fluxo da cadeia respiratéria mitocondrial, constituindo-se como
tratamento ndo-farmacoldgico para a disfun¢do mitocondrial que possivelmente atingird

os neurdnios do cortex pré-frontal.
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6. METODOLOGIA

6.1. Animais e condi¢cdes experimentais

Foram utilizadas 40 ratas Wistar adultas (Rattus norvegicus albinus), obtidas do
Biotério Central da UFSCAR. Durante o periodo experimental, os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas (5 ratas/gaiola) no biotério do Laboratério de Fisiologia do
Exercicio, do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (DCF) — UFSCar, sob condi¢des
constantes de temperatura (22+2°C), iluminag@o em ciclo invertido (18:30-6:30h: claro;
6:30-18:30h: escuro) e com oferta de dgua e dieta ad libitum. Todos os animais apOs
chegada ao biotério do Laboratério de Fisiologia do Exercicio - UFSCar permaneceram
por trés semanas em condi¢ao de aclimatagdo ao biotério e ao ciclo invertido.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a aprovagao da
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Carlos
(CEUA/UFSCar) mediante ao protocolo 6331101218, e conduzidos de acordo com o guia
de cuidados e manuseio de animais laboratoriais dos Estados Unidos da América
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL’S, 2011).

A figura 9 mostra o organograma de distribui¢do dos grupos:

Figura 9: Organograma dos grupos experimentais, INT: ratas intactas, OVX: ratas

ovariectomizadas, SED: grupo sedentario e TR: grupo treinado.

Grupos Experimentais
(N=40)

INT-SED OVX-SED
(N=10) (N=10)

(Fonte: Proprio Autor)
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6.2. Protocolo de treinamento resistido

O protocolo de TR foi adaptado de Hornerberg e Farrar (2004), de acordo com as
necessidades do presente estudo. Inicialmente as ratas foram familiarizadas ao protocolo
de TR conforme descrito por Prestes et al. (2009). Para a realizacdo do protocolo de
treinamento, foi utilizada uma escada vertical (110 cm x 18 cm, degrau de 2 cm e 80° de
inclinag¢do) que possui uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) em sua altura final, como mostra na
figura 10. Apds completar 15 semanas de idade e trés sessdes de familiarizacdo, a
primeira escalada consistiu em carregar uma carga de 75% da massa corporal do animal
através de pesos colocado em um aparato constituido por tubos falcon unidos por barbante
e acoplados na porc¢ao proximal da cauda do animal com a utilizag@o de uma fita adesiva.
Apébs 2 minutos de recuperagdo, a segunda escalada foi realizada com a adi¢do de um
peso de 30 g. Este acréscimo de carga (+ 30 g) foi repetido consecutivamente em cada
escalada até uma carga com a qual a rata ndo consiga escalar toda a escada apds trés
estimulos manuais consecutivos. A maior carga carregada por toda a escada foi
considerada como a Capacidade Médxima de Carregamento (CMC) da rata. A
determinacdo da CMC foi realizada uma vez por semana, sempre na segunda sessdo da
semana e as sessoes do TR consistiram de 5 escaladas, com 65%, 70%, 75%, 80% e 85%
da CMC do animal com intervalo de 60” entre cada escalada e ocorreram com
periodicidade semanal de duas vezes por semana, sendo a determinacdo da CMC
considerada uma sessdo de treino. Foi dado um intervalo minimo de 48 horas entre as
sessoOes de treinamento. Esta padronizacao de sessdes de treinamento foi realizada durante

as 12 semanas, totalizando 36 sessoes de TR.
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Figura 10: Gaiola e pesos usados no treinamento.
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Fonte: Proprio autor.

6.3. Ovariectomia e Intactos

As ratas dos grupos OVX foram submetidas a cirurgia para a retirada dos ovarios
na 13* semana de vida segundo o modelo proposto por Kalu (1991). Todos os
procedimentos cirargicos foram realizados posteriormente a anestesia das ratas com uma
associacdo de 13 mg/Kg de xilazina e 33 mg/Kg de quetamina base, via intramuscular, o
procedimento ocorreu conforme ilustra a figura 11. O treinamento resistido (TR) foi
iniciado apds 3-4 semanas dos procedimentos cirtirgicos.

Baseado no método de Kruger & Morel (2015), os animais intactos (INT) ndo
sofreram procedimento cirdrgico, neste mesmo trabalho realizou-se ensaios comparativos
de adaptacdo fisioldgica em animais OVX, SHAM e INTACTO, para avaliar o impacto
dos procedimentos cirdrgicos na compara¢do do conteido mineral ésseo e densidade
mineral 6ssea. Com andlise do Dual energy x-ray absorptiometry (DEXA) no portugués
Absorciometria por raios-X com dupla energia, nao foram observadas diferengas entre os
grupos no inicio do estudo, indicando que todos os ratos tinham peso corporal, densidade
mineral e conteido mineral 6sseo semelhantes entre o grupo SHAM e INTACTO, a
semelhanca foi mantida mesmo apds a cirurgia e mantida até o final do estudo.

Corroborando com o principio dos 3Rs (replacement, reduction, refinement) que se refere
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ao bem-estar do animal, determinou-se para diminuicdo do sofrimento que nio fosse

executado o estudo com o grupo SHAM (CONCEA, 2016).
Figura 11: Ovariectomia.

S e

® Incisao
Ovario

Fonte: Modificado de Zarrow et al. (2012).

A remocao bilateral dos ovdrios das ratas seguiram os procedimentos a seguir: a)
Depois dos animais estarem anestesiados, foram submetidos aos procedimentos
antissépticos; b) E logo ap06s foi realizada a tricotomia e em seguida foi realizada a incisdao
na pele e do peritdnio; ¢) O ovario foi encontrado e exposto; d) Onde foi realizado a
laqueadura e em seguida a retirada do ovério, e posteriormente foi realizado a recolocag¢do
anatdmica, e logo ap6s foi realizada a sutura nos tecidos, e o procedimento foi repetido
no lado oposto ao inicial, logo apds a realizagdo dos procedimentos 0s animais seguem

para a recuperacao pos- cirurgica. Figura retirada e adaptada de Zarrow et al. (2012).

6.4. Eutandsia dos animais e coletas de tecidos

Realizou-se um estudo prévio no atlas de anatomia animal para conhecer as
peculiaridades da estrutura a ser analisada, para garantir que a estrutura coletada
representava o tecido que seria utilizado no presente estudo.

Os animais foram eutanasiados apds 48h da ultima sessdo de treinamento
resistido. A eutandsia ocorreu por decapitagdo sob efeito anestésico (Isoflurano 1 mL/100
g de massa corporal). Imediatamente apds a decapitagdo, foi realizada a retirada do cortex
frontal para andlises respiratorias mitocondriais e atividade da ANT-1; em seguida, foi
pesado e congelado em nitrogénio liquido, para subsequente armazenamento em freezer

-80°C ou tratados conforme metodologia especifica de andlise. O anestésico usado foi
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uma associacdo de 13mg/Kg de xilazina e 33mg/Kg de quetamina base, por via
intraperitoneal.

A figura 12 representa a remogao do cortex pré-frontal, (1) apos o sacrificio do
animal e a remocao do cerebro (por meio da abertura da calota craniana com utilizagao
de um dispositivo com cerra circular acoplada em uma das extremidade), (2) o cérebro
foi depositado em uma placa de Petri que ja estava sobre uma espe¢a camada de gelo,
logo apds (3) o cerebro sofreu cortes separando o cortex pré-frontal do restante da

estrutura.

Figura 12: Remocgao do Cortex Pré-Frontal.

(Fonte: Proprio Autor)
A figura 13 demonstra a anatomia do encefalo da rata, (a) pode-se observar 10

estruturas (cortex cerebral, cerebelo, medula espinhal, tronco cerebral, hipocampo

ventral, subiculo, hipotalamo, nervo optico, bulbo ofativo e hipocampo dorsal).
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Figura 13: Anatomia do encéfalo.

Cerebelo

Cortex Cerebral

‘}‘)( Medula Espinhal

Hipocampo Dorsal J
.~~~ Tronco Cerebral

Hipocampo Ventral

Subiculo

Bulbo Olfativo N Hipotalamo
Nervo Otico

Fonte: Adaptado de Cheung et al. (2005)

A figura 14 (a) representa um resumo das localizagdes do Encéfalo: 1. Bulbo
olfativo, 2. Cértex pré-piriforme, 3. Cortex pré-frontal medial, 4. Orgéo subfornical, 5.
Cortex cingulado, 6. Cortex entorrinal, 7. Hipocampo, 8. Septo, 9. Nucleo accumbens,
10. Caudado-Putamen. Diencéfalo: 11. Fornix, 12. Hipotalamo lateral (feixe prosencéfalo
medial), 13. Hipotalamo ventromedial, 14. Nucleo mediodorsal do talamo, 15. Nucleo
parenial do tdlamo, 16. Nucleo central do tdlamo. Mesencefalo: 17. Substantia nigra, 18.
Area tegmental ventral, 19. Substancia cinzenta periaquedutal, 20. Ntcleo mesencefélico
do nervo trigémeo, 21. Rafe dorsal, 22. Rafe medial. Metencefalo: 23. Cerebelo, 24.
Pedunculos cerebelares superiores, 25. Nucleo motor do nervo trigémeo. Mielencéfalo:
26. Nucleo do trato solitario. Estruturas ndo mostradas: cortex sulcal pré-frontal, globo
palido, amigdala e habénula. A figura (b) representa um corte frontal do encéfalo, onde I

representa o cortex pré-frontal (PHILLIPS; FIBIGER, 1989).
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Figura 14: Localizagdo do Cortex Pré-Frontal.

Interaural 10.60 mm Bregma 1.60 mm

Fonte: Adaptado de Phillips & Fibiger (1989)

6.5. Preparacdo das amostras

Apbs a eutanasia o cérebro foi coletado e colocado em uma solugdo de
relaxamento gelada denominada de BIOPS, contendo o pH = 7,1. Essas amostras foram
cortadas separando cortex frontal e divididas em duas partes onde foi permeabilizada por
30 minutos em BIOPS com saponina contendo 50 pg/mL em agitacdao constante a 4°C),
e apos os 30 minutos as por¢des duplicadas foram levadas em meio de respiragdo

mitocondrial (KUZNETSOV et al., 2008).

6.6. Avaliacdo da qualidade das amostras
Na mitocondria in situ, no MC permeabilizado, a adi¢do de citocromo ¢ nao
aumenta a taxa de consumo de oxigénio (Fig. 2C), demonstrando que a membrana externa
mitocondrial estd intacta. Além disso, a adi¢ao de CAT diminui a taxa de respiracao de
volta ao nivel inicial, mostrando integridade da membrana interna da mitocondria (TEPP

etal., 2011).

6.7.Avaliacdo dos parametros respiratorios
O consumo de oxigénio dos no tecido cerebral permeabilizados foi aferido em
oxigrafo de alta resolugio (OROBOROS, Innsbruck, Austria) com MiR05, 37° C, na
presenca de glutamato (10 mM) e malato (5 mM), ADP (400 uM), oligomicina (1 pg/mL)
e FCCP (carbonil cianeto-4) (trifluorometoxi) fenilhidrazona, 0,2 pM] (MELO et al.,
2011).
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6.8. Avaliacdo do Coeficiente de Controle de Fluxo FCC

Com relacdo ao estudo de controle de fluxo e sua investigacdo em conjunto com
a fosforilacdo oxidativa mitocondrial, pode se dizer que o desenvolvimento iniciou apds
a criacdo da teoria de controle metabdlico (GROEN et al., 1982; KUNZ et al., 1988), que
contribuiu para a desenvolvimento da curva de titulacdo, ao utilizar os inibidores
especifico e permanentes, que foram utilizadas na determinagdo grafica dos sitios de
ligagdo do inibidor e também da inclinagdo primdria, fundamental no calculo do FCC
(KACSER; BURNS, 1973; HEINRICH; RAPOPORT, 1974).

O presente trabalho faz uso da aplicacdo de um modelo matematico de regressao
nao linear, em que se relaciona o fluxo metabolico e a concentragdo do inibidor a ser
adicionado. Contudo, a ligagdo do inibidor ocorrerd com proteinas envolvidas no fluxo
metabolico (ANT-1, ATP-sintase e o Carreador de Fosfato), testados individualmente. O
fato que deve ser deixado em destaque seria a ocorréncia de uma inibi¢ao ndo competitiva
¢ ndo dependente dos valores de concentragdao dos intermediarios (GELLERICH et al.,
1990).

Para conduzir a inibi¢do da proteina ANT-1, utilizou-se CAT em uma quantidade
de 9 a 12 titulagdes e com 0,2 uM/mL até que a inibi¢cdo estivesse concluida ou até o
momento em que acabasse o0 0xigénio na cuba e o experimento se encerrasse. A taxa de
respiracdo foi calculada por meio do modelo matemético de 44 regressao nao linear, que
calcula o FCC. De forma semelhante, para a proteina ATP-Sintase, agora utilizando o
inibidor oligomicina (OLIGO) inibiu-se contendo pequenas adi¢des cumulativas de
titulacdo com quantidade de 9 a 12 titulacdes e com 0,5 pM/mL de OLIGO até que a
inibi¢do estivesse concluida ou até 0 momento em que acabasse o oxigénio na cuba e o
experimento se encerrasse. A taxa de respiracdo foi calculada por meio do modelo
matematico de 44 regressao ndo linear, que calcula o FCC. Por sua vez, para a proteina
Carreador de Fosfato, utilizando o inibidor mersalil (MERS), inibiu-se contendo
pequenas adi¢cdes cumulativas de titulagdo com quantidade de 9 a 12 titulagdes e com 2,5
uM/mL de MERS até que a inibi¢do estivesse concluida ou até o momento em que
acabasse 0 oxigénio na cuba e o experimento se encerrasse.

Para andlise estatistica calculou-se a taxa de respiragdao por meio do modelo
matematico de regressdo ndo linear, que estima o FCC. A metodologia foi baseada
seguindo a proposta de Gellerich et al. (1990). E os resultados foram expressos em
porcentagem como proposto por Rodrigues-Silva et al. (2017). O compartilhamento do

controle do fluxo através das vias bioquimicas de todas as etapas acontece de forma
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desigual, algumas exercem mais e outras menos controle. Os coeficientes de controle de
fluxo quantificam o controle exercido por cada etapa sobre o fluxo da via (KACSER,
1973; KACSER, BURNS, 1979).

O FCC tem como fung¢do identificar a manutencdo da sintese e conversao de
metabolitos de forma equilibradas, para que ndo haja elevacdo ou diminui¢do
significativa nas concentragdes intracelulares destes metabolitos, mesmo que as
condicdes externas estejam desfavordveis. Ao analisar o FCC € possivel descrever, a
partir da resposta do fluxo metabdlico, qual € a proteina responsavel por possiveis
alteracdes no funcionamento do préprio fluxo metabdlico, e consequentemente, do mau

funcionamento da cadeia respiratéria mitocondrial (BRAND, 1994).

6.9. Determinacdo da atividade da Translocase de Nucleotideo de Adenina 1 (ANT-
1), ATP-Sintase e Trocador de Fosfato.

6.9.1. Determinacdo da atividade da ANT-1

A atividade da ANT-1 do cortex frontal permeabilizado foi realizada em oxigrafo
de alta resolugdo (OROBOROS, Innsbruck, Austria) com o meio MiR05, com BSA
(bovine serum albumin) desengordurado, com adi¢do inicial de substratos glutamato
(10mM) e malato (SmM), bem como oligomicina (1pg/mL). Para analise da atividade da
ANT-1, foi adicionado na cuba ADP (adenina difosfato), para estabelecer o estado 3,
entdo a respiragdo foi sucessivamente inibida por pequenas adigdes de carboxietratilato
(CAT) (até 5 nmol / mg de proteina) até que o estado 4 esteja bem estabelecido. Para
verificar se as mitocondrias estavam no estado 4, mais ADP foi adicionado, seguido por
aproximadamente 2 pM de FCCP para assim confirmar a integridade da cadeia
transportadora de elétrons. A taxa de respiragdo foi calculada conforme a interceptagao
entre o declive mais acentuado e a taxa estado 4. Os resultados estdo apresentados como

mmol de CAT/mg de proteina (BRAND et al., 2005).

6.9.2. Determinagdo da atividade do Carreador de Fosfato
A determinagdo da atividade carreador de fosfato foi realizada por meio do inibidor

especifico, a mersalil (MERS), a titulacdo deste inibidor foi determinada a 2,5 uM/mL.
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6.9.3. Determinagdo da atividade da ATP-sintase
A determinacdo da atividade da ATP-sintase foi realizada por meio do inibidor
especifico, a oligomicina (OLIGO), a titulagdo deste inibidor foi determinada a 0,5

uM/mL.

6.10. Determinagdo da atividade enzimatica citrato sintase (CS)

A avaliacdo da atividade CS no tecido cerebral, foi feita através da conversao de
acetil-CoA e oxaloacetato para citrato e coenzima A (HSCoA), catalisada pela enzima
CS sendo monitorada pela mensuracdo do produto calorimetro de tionitrobenzoico
(SHEPHERD; GARLAND, 1969). O tecido foi homogeneizado (0,5-0,75 mg/ml, peso
umido) incubado a 30° C em solucdo tampao contendo 50 mM de Tris-HCI (ph 8,0),0,1%
de Triton X-100, 250 uM de oxaloacetato, 50 uM de acetil-Coa, e 100 uM de 2-acido
nitrobenzoico. O aumento da absor¢do 412 nm foi monitorado por 6 minutos usando o

leitor de microplaca (Power Wave XS 2, BioTek Instrumentos, Winooski, VT, EUA).

6.11. Andlise estatistica dos dados

Foi adotado um erro de 0,05 sendo o nivel de significancia estipulado em p < 0,05
para todos os testes estatisticos realizados. Todos os dados foram expressos como média
+ Desvio Padrio da Média (DPM). A andlise estatistica foi realizada no software
Statistica® versao 7. Foram aplicados testes de normalidade (Kolmorogorov-Smirnov) e
de homocedacidade (Levene) para os valores das amostras de todas as varidveis
dependentes. As varidveis que apresentarem distribui¢do normal e com homocedacidade,
foram analisadas pelo teste ANOVA-one-way, e para os resultados que apresentaram

diferenca significativa, foi aplicado o post-hoc de Teste de Fisher.
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7. RESULTADOS

7.1. Andlise da massa corporal
A massa corporal das ratas foi avaliada no comego do experimento para verificar
a homogeneidade entre os grupos. Apds 12 semanas de experimento o grupo OVX-SED
obteve um aumento significativo da massa corporal quando comparado aos outros trés
grupos (p < 0,05). Ja no grupo OVX-TR, o treinamento foi o responsdvel por prevenir o

aumento da massa corporal, quando comparamos com o grupo OVX-SED.

Tabela 1: Massa Corporal (MC) e demais tecidos dos grupos experimentais.

Grupos

. . Grupo Intacto Grupo OVX
Experimentais

SED TR SED TR
MC Inicial (g) 320,55+ 10,01 301,11+ 4,76 338,47 +9,94 | 326,78 + 10,69

MCFinal (g) | 365,61+10,22 | 319,98+6,57 |427,70+21,71|362,17 27,86
Utero (mg) |927,46+121,99 * | 1025,09 + 155,38 * | 183,37+ 17,86 | 124,17 +31,76
Tibia (mm) 39,5+0,2 39+0,5 39+0,5 39+0,4

Valores expresso como Média + Erro Padrao da Média. Foi executado ANOVA One-
Way e post-hoc Teste de Fisher: p<0,05 comparados aos grupos, onde * representa
diferenca significativa entre o grupo OVX-SED. + representa diferenca significativa
comparado ao grupo OVX-TR.

Utilizou-se a massa do utero (figura 15) para analisar de forma indireta o efeito da
condicdo estrogénicas das ratas. A massa do dtero foi menor no grupo OVX-SED e OVX-
TR quando comparado com os grupos INT-SED e INT-TR (p=0,001). Esta diminuicao
da massa do utero comprova a eficcia da ovariectomia, realizada no inicio do projeto.
No tamanho da tibia ndo houve diferenca significativa, mostrando assim que todas as

ratas tiveram crescimento similar.
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Figura 15: Comparagdo do ttero das ratas ovariectomizadas e intactas.

A: OVX-SED e Figura B: INTACTO-SED.

Fonte: Acervo do préprio autor.

7.2. Evolugdo da carga maxima carregada
Durante todo o periodo de experimento, os grupos treinados (OVX-TR e INT-TR)
responderam de forma similar no quesito carga de carregamento. Contudo o aumento foi
significativo (p<0,05), conforme demonstrado na figura 16 quando se compara a primeira
sessdo com a decima primeira e quando comparamos a decima primeira com a vigésima
segunda sessdo de treinamento (p<0,05), o que mostra a efetividade do treino em

aumentar a for¢ca das ratas em ambas as condicoes.

Figura 16: Carga mdxima de carregamento dos grupos experimentais.
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Figura 16: A linha vermelha representa o grupo INT-TR e a linha preta representa o grupo OVX-TR, todos
os valores sdo expressos como Média + Erro Padrdo da Média. ANOVA Two-Way e post-hoc teste de
Tukey: p<0,05; o * representa a diferenca significativa entre a primeira e decima primeira sessdo p<0,05;
o # representa diferenca significativa entre a decima primeira e a vigésima segunda sessdo p<0,05.
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7.3.  Titulag@o para Obtencdo do Coeficiente de Controle de Fluxo (FCC)

Seguindo o modelo proposto por Gellerich et al. (1990), realizou-se o célculo do
FCC a partir de titulacOes sucessivas. O célculo da FCC demonstra como a partir dessa
medida € possivel dizer que: o TR demonstrou ser um mecanismo de manuten¢do do

funcionamento da ATP-Sintase em condicdes fisioldgicas.

Figura 17: Corrida no Oxigrafo de Alta Resolugdo
FCC ATP-sintase
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A figura 17 apresenta o resultado de 3 modelos de titulacGes conforme proposto
por Gellerich et al. (1990) avaliada no Oxigrafo de Alta Resolug@o, as proteinas avaliadas
foram: FCC da ATP-sintase, carreador de fosfato e ANT-1,
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7.3.1. Coeficiente de Controle de Fluxo (FCC) da ANT-1

A andlise do FCC da ANT-1 (figura 18) demonstra uma diminui¢do significativa
do percentual de funcionamento para o grupo OVX-SED (62,21 %) em relacdo ao seu
controle positivo INT-SED (72,0 %, p = 0,0475), bem como aos grupos treinados, OVX-
TR (79,2 %,p =0,0015) e INT-TR (81,0 %, p = 0,0004). Destaca-se que o TR € efetivo
em manter o funcionamento da ANT-1 na falta dos ovdrios. Outro resultado importante
em relacdo ao TR € a alta porcentagem do FCC da ANT-1 encontrado no grupo INT-TR
(81,0 %), porcentagem que demonstrou ser significativa em relacdo ao seu controle
sedentdrio, INT-SED (71,89 %, p = 0,0445), demonstrando a efetividade do TR em

aumentar a capacidade de funcionamento da ANT-1.
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Figura 18: Coeficiente de Controle de Fluxo (FCC) da ANT-1.
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Figura 18: FCC da ANT-1. Os valores estdo apresentados como Média + Desvio Padrao
da Média (DPM). Grupo Intacto (INT, branco): INT-SED (intacto sedentéario) e INT-TR
(intacto treinamento resistido); Grupo Ovarietomia (OVX, vermelho): OVX-SED
(ovariectomizado sedentirio) e OVX-TR (ovariectomizado treinamento resistido).
ANOVA One-Way e post-hoc Teste de Fisher, p<0,05; *diferenca significativa em
relacdo ao grupo OVX-SED, #diferenga significativa em relagcdo ao grupo INT-SED, n =
10 por grupo.
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7.3.2. Coeficiente de Controle de Fluxo (FCC) da ATP-sintase

A andlise do FCC da ATP-sintase (figura 19) demonstra uma diminuicio
significativa do percentual de funcionamento do grupo OVX-SED (66,7 %), em relagdo
ao seu grupo controle positivo, o grupo INT-SED (74,4 %,p =0,017). O TR demonstrou
ser um efetivo mecanismo de manutencdo do funcionamento da ATP-Sintase em
condicdes fisioldgicas, pois tanto o grupo OVX-TR como o grupo INT-TR, apresentaram
porcentagens do FCC superiores aos grupos sedentdrios (78,2 % e 80,2 %, versus 66,7 %
e 74,4 %), mas com significancia estatistica somente para o grupo OVX-SED (p =0,0033

e p =0,0003, respectivamente).
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Figura 19: Coeficiente de Controle de Fluxo (FCC) da ATP-sintase
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Figura 19: FCC da ATP-sintase. Os valores estdo apresentados como Média + Desvio
Padrao da Média (DPM). Grupo Intacto (INT, branco): INT-SED (intacto sedentério) e
INT-TR (intacto treinamento resistido); Grupo Ovarietomia (OVX, vermelho): OVX-
SED (ovariectomizado sedentario) e OVX-TR (ovariectomizado treinamento resistido).
ANOVA One-Way e post-hoc Teste de Fisher, p<0,05; *diferenca significativa em
relacdo ao grupo OVX-SED, n = 10 por grupo.
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7.3.3. Coeficiente de Controle de Fluxo (FCC) do Carreador de Fosfato

A anélise do FCC do Carreador de Fosfato (figura 20) demonstra uma diminui¢ao
significativa no percentual de funcionamento do grupo OVX-SED (47,6 %), em relagcdao
ao grupo INT-SED (61,8 %, p = 0,0088). O TR demonstrou ser um efetivo mecanismo
de manuten¢do do funcionamento também do Trocador de Fosfato em condic¢des
fisiologicas, pois tanto o grupo OVX-TR como o grupo INT-TR, apresentaram
porcentagens do FCC superiores aos grupos sedentérios (71,2 % e 71,9 %, versus 47,6 %
e 61,8 %), com significincia estatistica para o grupo OVX-SED (p =< 0,000l e p =<
0,0001, respectivamente) e para o grupo INT-SED (p = 0,0423 e p = 0,0491,

respectivamente).
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Figura 20: Coeficiente de Controle de Fluxo (FCC) do Carreador de Fosfato.
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Figura 20: FCC do Carreador de Fosfato. Os valores estdo apresentados como Média +
Desvio Padrao da Média (DPM). Grupo Intacto (INT, branco): INT-SED (intacto
sedentdrio) e INT-TR (intacto treinamento resistido); Grupo Ovarietomia (OVX,
vermelho): OVX-SED (ovariectomizado sedentdrio) e OVX-TR (ovariectomizado
treinamento resistido). ANOVA One-Way e post-hoc Teste de Fisher, p<0,05; *diferenca
significativa em relacao ao grupo OVX-SED, #diferenca significativa em relacdo ao
grupo INT-SED, n = 10 por grupo.
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7.3.4. Andlise do Coeficiente de Controle de Fluxo (FCC) Intra-Grupo

A Figura 20 demonstra os resultados do funcionamento das proteinas que regulam
o fluxo de Os na cadeia transportadora de elétrons dentro dos grupos de andlise (Anélise
Intra-Grupo). Pode ser observado que no grupo INT-SED (Figura 21A), o FCC do
Trocador de Fosfato apresenta diminui¢ao significativa (61,75%) em relagao ao FCC das
proteinas ANT-1 (71,89%) e ATP-Sintase (7443%) (p = 0,0148 e p = 0,0025,
respectivamente). No grupo INT-TR (Figura 21B), observa-se que o FCC de todas as
proteinas de andlise (ANT-1, ATP-Sintase e Carreador de Fosfato) ndo apresentou
diferenca estatistica, embora o FCC da ANT-1, com valor de 80,99%, e o da ATP-Sintase,
com valor de 80,18%, foram maiores que o FCC do Carreador de Fosfato (Tro-Fosfato),
que apresentou valor de 71,89% (p = 0,0559 e p =0,0619, respectivamente).

Em relagdo aos grupos OVX, pode ser observado no grupo OVX-SED (Figura
21C), que a principal proteina com déficit de funcionamento no controle de fluxo (FCC)
foi o Trocador de Fosfato, com valor médio de 46,61 %, valor significativamente inferior
ao FCC das proteinas ANT-1 (62,21 %) e ATP-Sintase (66,74 %) (p = 00147 e p =
0,0010, respectivamente). Ja no grupo treinado (OVX-TR), o FCC de todas as proteinas
de andlise apresentou valores superiores ao grupo sedentdrio. Mas, novamente, o FCC do
Carreador de Fosfato apresentou valor significativamente menor (71,2 %) quando
comparado a ANT-1 (79,21 %) e ATP-Sintase (78,15 %) (p = 0,0356 e p = 0,0470,

respectivamente).
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Figura 21: Andlise do C
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Figura 21 - Analise do FCC Intra-Grupo: (A); Proteinas ANT-1, ATP-sintase, Tro-
Fosfato analisadas no grupo INT-TR (B); Proteinas ANT-1, ATP-sintase, Tro-Fosfato
analisadas no grupo OVX-SED (C); Proteinas ANT-1, ATP-sintase, Tro-Fosfato
analisadas no grupo OVX-TR (D). ANOVA One-Way e post-hoc Teste de Fisher,

p<0,05. *diferenca significativa em relacdo ao Tro-Fosfato.
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8. DISCUSSAO

Na execuc¢do deste trabalho, observou-se que a principal hipétese levantada foi
confirmada, pois a ovariectomia (OVX) promoveu a diminui¢cdo da capacidade de
funcionamento da cadeia transportadora de elétrons no cértex pré-frontal, avaliada pela
diminuicao do FCC encontrada em todas as proteinas de andlise, ANT-1, ATP-Sintase e
Carreador de Fosfato. E em seguida, a segunda hipétese levantada por este estudo também
foi confirmada, pois o TR foi instrumento terapéutico importante para prevenir os efeitos
deletérios causado pala ovariectomia no FCC da cadeia respiratdria mitocondrial das ratas
treinadas, uma vez que o FCC de todas as proteinas de andlise esteve em patamares
superiores aos do seu respectivo grupo sedentdrio.

Existe uma semelhanca entre a ovariectomia e o periodo pds-menopausa. Em
ambas as situacdes, pode ser observada uma elevada diminui¢do do E2, que repercute em
prejuizos neurogénicos, psicogénicos, nas glandulas mamarias, no sistema urogenital, no
complexo osteoarticular, e em doencgas cutianeas e metabdlicas (LEITE et al., 2009;
KOEBELE, 2016; CARDOSO; CAMARGO, 2017; KARGOZAR et al., 2017,
MEDEIROS, 2019).

Apesar de existir relato na literatura demonstrando que o exercicio fisico nao foi
capaz de reverter a diminuicao dos niveis de ATP (gerado pela ATP-sintase) causada pela
OVX, que promove déficit energético no hipocampo (SHI; XU 2008; XU et al., 2008;
SHI et al., 2011; SIEBERT et al., 2014), os proprios autores sugerem que o tempo de
exposi¢cao dos animais ao protocolo de treinamento ndo foi adequado para promover uma
adaptacao do sistema energético; em nosso estudo foi possivel confirmar que o exercicio
fisico foi capaz de reverter a funcdo da proteina ATP-sintase, alterando assim uma
possivel diminuicao na formagdo de ATP, fato que reforca a premissa de que o grupo
OVX-SED promove déficit na fun¢do da ATP-sintase.

O dinamismo mitocondrial, morfologia e fun¢do, se unifica em uma rede de
intercomunicac¢ao, que adapta seu proprio ambiente em resposta das exigéncias geradas
pelo TR (KIRKWOOD et al., 1986; YOULE; VAN DER BLIEK, 2012; MEINILD
LUNDBY et al., 2018), o presente trabalho compara este achado da literatura que
acontece no musculo esquelético com a adaptacdo funcional da mitocondria no cortex

pré-frontal de ratas ovariectomizadas.
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8.1. Andlise do FCC da ANT-1

Neste trabalho verificou-se diversas proteinas que regulam de fato o fluxo de
elétrons e seus mecanismos alterados pela ovariectomia. Em especifico, um dos principais
achados deste trabalho foi a diminui¢do do FCC da ANT-1, no grupo OVX-SED, sendo
a proteina responsdvel pela troca do ATP pelo ADP (HALESTRAP; BRENNER, 2003;
YIN et al., 2010), este achado mostrou ser promissor no quesito eficiéncia energética, por
conta da alta demanda metabdlica exigida durante o exercicio fisico. Em contrapartida os
resultados para o FCC desta proteina do grupo OVX-TR, apresentaram uma adaptacao
benéfica, visto que seu aumento foi capaz de reverter o efeito negativo provocado pela
ovariectomia. Reforcando a ideia do beneficio do mecanismo ndo farmacoldgico
oferecido pelo TR, como uma resposta mais eficaz da ANT-1, exercido nesta proteina
mitocondrial. A partir destes resultados inéditos, sugere-se que em resposta do TR ocorre
um desencadeamento no fornecimento energético, fazendo assim com que a ANT-1 possa
desempenhar uma regulacdo e otimizacdo da viabilidade celular. Este fato deve ser
contemplado com relevéncia, ja que o TR pode aumentar o coeficiente de controle de
fluxo da ANT-1, o que modula o sistema de fornecimento energético, na matriz

mitocondrial do cértex pré-frontal.

8.2.Anélise do FCC da ATP-Sintase

Os resultados das andlises da ATP-Sintase, responsaveis pela produgdo de energia
mitocondrial, demonstraram um déficit no percentual de funcionamento no grupo OVX-
SED, frente ao seu controle positivo, INT-SED. A partir deste resultado pode-se afirmar
que a ovariectomia causou um impacto negativo na fun¢do da ATP-Sintase. Por sua vez
o grupo OVX-TR, apresentou resultados melhores, quando comparado ao grupo INT-
SED e OVX-SED. O grupo INT-TR apresentou resultados superiores na atividade da
ATP-Sintase quando comparado ao grupo INT-SED e OVX-TR, com significancia
estatistica do grupo OVX-SED frente aos outros grupos, demonstrado pelos resultados
obtidos.

Um fato que deve ser destacado, seria a auséncia de achados na literatura com a
utilizacdo de metodologia semelhante para andlise do FCC da ATP-Sintase como
apresentado neste trabalho, o que inviabiliza comparativos, porém destaca-se a
contribui¢do cientifica do presente achado para investigacdes futuras, mostrando assim o

ineditismo deste trabalho.
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8.3. Andlise do FCC do Carreador de Fosfato

Os resultados das andlises do FCC do Carreador de Fosfato, cuja principal fungao
€ conhecida como transporte de fosfato inorgénico, e compdem com a ANT e a ATP-
sintase o grupo de proteinas responsaveis pela fosforilagdo oxidativa e producao de ATP
(MAYR et al., 2007; KWONG et al., 2014), demonstraram no grupo OVX-SED uma
diminuicao significativa no percentual de funcionamento desta proteina, fato que deve
ser destacado por conta do impacto negativo da ovariectomia no metabolismo energético,
quando comparado ao grupo INT-SED. Os resultados tanto o grupo OVX-TR como o
grupo INT-TR, por conta da apresentacdo das porcentagens do FCC que foram superiores
aos grupos sedentdrios OVX-SED e INT-SED, mostrando mais uma vez a efetividade do

TR frente aos efeitos deletérios da ovariectomia.

8.4. Andlise intragrupo do FCC das proteinas de anélise.

O controle exercido pela ANT nao depende exclusivamente da taxa respiratdria,
mas sim da complexibilidade da rede metabdlica e do mecanismo de utilizacdo de ATP
(MAZAT et al., 1986).

Sabe-se que o carreador de fosfato em baixas concentragcdes nao exerce controle
sobre o consumo de oxigénio ou sobre a sintese de ATP, no entanto em altas

concentragdes, torna-se uma etapa de controle (MAZAT et al., 1986).

8.5. Consideracdes finais

Destaca-se que as maiores disfuncdes se encontram na proteina ATP-sintase com
diminuicao de 7,7 % (grupo INT-SED 74.4 % para o grupo OVX-SED 66,7 %) e depois
a proteina Carreador de Fosfato com diminuic¢ao de 14,2 % (grupo INT-SED 61,8 % para
o grupo OVX-SED 47,6 %).

Com o treinamento resistido os valores da proteina Carreador de Fosfato
apresentaram diferenca significativa para o grupo INT-SED (61,8 %) em relac@o ao grupo
INT-TR (71,9 %) e do grupo OVX-SED (47,6 %) para o grupo OVX-TR (71,2 %),
mostrando assim que o treinamento resistido € capaz de promover a manuten¢do no
funcionamento desta proteina, ja na proteina ATP-sintase o grupo INTACTO-SED (74 4
%) em relacdo ao GRUPO INTACTO-TR (80,2 %) e do GRUPO OVX-SED (66,7 %)
para o GRUPO OVX-TR (78,2 %) e na proteina ANT-1 o grupo INTACTO-SED (72,0
%) em relagdo ao GRUPO INTACTO-TR (81,0 %) e do GRUPO OVX-SED (62,21 %)
para o GRUPO OVX-TR (79,2 %), ou seja em todas as proteinas analisadas o TR foi
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responsdavel pela manutencdo e no aumento do funcionamento das trés proteinas
analisadas sendo elas responséveis pela geracao de ATP.

O ineditismo deste trabalho contribui para a comunidade cientifica com o modelo
de andlise da func¢do (FCC) das proteinas responsdveis pela geracdo de ATP, que sdo
modificadas pela auséncia dos hormodnios ovarianos e pelo TR. Esse novo método traz
consigo a explicacdo das respostas das proteinas analisadas no coértex pré-frontal em ratas

foram moduladas pelo TR.

9. CONCLUSAO

Os efeitos deletérios associados a ovariectomia impactam negativamente no
funcionamento da cadeia respiratéria mitocondrial, fato observado na diminuicdo da
funcdo das proteinas avaliadas neste estudo por meio do coeficiente de controle de fluxo,
destacando-se maior disfuncdo nas proteinas ATP-sintase e no Carreador de Fosfato.

O treinamento resistido aplicado mostrou-se efetivo em prevenir as alteragcdes
deletérias promovidas pela ovariectomia, visto que as proteinas avaliadas mantiveram
suas fun¢des em niveis satisfatorios e maiores do que seu controle positivo.

Em conclusdo podemos afirmar que dentro destas trés proteinas analisadas, a
funcdo mitocondrial é afetada diretamente pela diminui¢do do E2 promovida pela retirada
dos ovdrios. Em contrapartida, o TR pode ser considerado uma importante ferramenta
ndo farmacoldgica para prevengdo e manutencdo do funcionamento destas trés proteinas,

que afetam diretamente a fun¢do mitocondrial no cortex pré-frontal em ratas.
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