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RESUMO

A diminuicdo dos niveis dos horménios ovarianos esta associado a um declinio na
bioenergética cerebral, o que poderia estar associado a uma diminuicdo da
biogénese mitocondrial (BM). O treinamento de endurance (TE) foi demonstrado
aumentar a expressao génica dos marcadores da BM em diferentes regifes do
cérebro. No entanto, os eventos moleculares da BM ainda ndo foram investigados
em outros tipos de treinamento, como, o treinamento resistido (TR) ou em outros
tipos de modelo experimental, como a ovariectomia (Ovx) e a terapia de reposicéo
hormonal (TRH). Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos da Ovx, do
TR e da TRH sobre a expressdo génica dos marcadores chaves da biogénese
mitocondrial, o coativador 1a do receptor gama ativado por proliferador de
peroxissoma (PGC-1a), o fator respiratério nuclear 1 (NRF-1) e o fator de transcricao
mitocondrial A (TFAM) em diferentes regides do cérebro, cortex (CX), hipocampo
(HC) e hipotalamo (HT) de ratas. Trinta e seis ratas adultas Sprague-Dawley foram
distribuidas em seis grupos experimentais (n = 6 por grupo): () sedentario sham-
operacédo (Sed-Sham); (II) Ovx-Sed; (lll) Sham-TR; (IV) Ovx-TR; (V) Ovx-Sed-TRH e
(VI) Ovx-TR-TRH. Os animais dos grupos Ovx foram submetidos aos procedimentos
cirirgicos de remocdo bilateral dos ovérios, dos grupos TRH foram submetidos aos
procedimentos cirdrgicos de implantacdo subcutdnea de capsulas silasticas
preenchidas com uma solucédo de 180 ug de 17 B-estradiol/ml de 6leo de girassol e
0s animais dos grupos TR foram submetidos a doze semanas de treinamento
resistido progressivo em escada, sendo as sessodes de treinos realizadas uma vez a
cada 3 dias. A expressdo génica foi analisada por PCR-RT e determinada pelo

método do AACt. O grupo Ovx-Sed apresentou uma menor expressdo génica dos



marcadores chaves da BM no HC quando comparado ao grupo Sham-Sed. A
expressdo do PGC-1a foi 28% menor, do NRF-1 29% menor e do TFAM 20%
menor. Estas menores expressdes génicas no HC foram restauradas nas ratas do
grupo Ovx-TR e parcialmente restauradas nas ratas do grupo Ovx-Sed-TRH.
Adicionalmente, as ratas do grupo Sham-TR apresentaram maior expressao génica
nas trés areas investigadas (CX, HC e HT), PGC-1a ~33% maior, NRF-1 ~31%
maior e TFAM ~44% maior. Estes resultados sugerem que o declinio na
concentracdo circulante dos horménios ovarianos diminui a BM no cérebro, em
nossos resultados observados no HC, e que o TR pode aumentar a BM no cérebro,
0 gque pode ter importantes implicagdes no que diz respeito a varias doencas do
sistema nervoso central e deméncia relacionada com a idade que sao
frequentemente caracterizadas por disfuncdo mitocondrial. Sendo assim, a
estimulacdo da BM cerebral estimulada pelo exercicio pode ser uma importante
estratégia de neuroprotecao.

Palavras-chaves: ovariectomia; treinamento resistido; terapia de reposicao

hormonal; biogénese mitocondrial; cérebro.



ABSTRACT

Decreased levels of estrogen are associated with a decline in brain bioenergetics,
which could be associated with a decrease in mitochondrial biogenesis (MB).
Endurance training (ET) has been shown to increase markers of MB within the brain.
However, the molecular events associated with this process were only investigated
for ET but not for resistance training (RT) and hormone replacement therapy (HRT).
In the study, we attempted to investigate the effects of ovariectomy (Ovx), RT and
HRT on markers of MB (mMRNA expression of peroxisome proliferator-activated
receptor-y coactivator 1 (PGC-1a), nuclear respiratory fator-1 (NRF-1), and
mitochondrial transcription factor A (TFAM)) in specific brain regions, cortex (CX),
hippocampus (HC), and hypothalamus (HT) in rats. Sprague-Dawley adult female
rats were grouped into six groups: sham-operated sedentary (Sham-Sed); Ovx-Sed;
Sham-RT; Ovx-RT; Ovx-Sed-HRT and Ovx-RT-HRT. The animals in HRT groups
received subcutaneously implanted silastic capsules with a solution of 180 ug 17B-
estradiol/ml sunflower oil. A 12-week RT period, during which the animals climbed a
1.1-m vertical ladder with weights attached to their tails, was used. The sessions
were performed once every 3 days, with 4-9 climbs. Gene expression was analyzed
by RT-PCR by the AACt method. The Ovx decreased the gene expression of
molecules related to BM, PGC-1a (28%), NRF-1 (29%) and TFAM (20%) in the HC.
These Ovx-induced lower gene expressions were totally restored in this structure by
RT. RT increased the markers of MB, PGC-1a (~33%), NRF-1 (~31%) and TFAM
(~44%) in CX, HC and HT. These findings suggest that OVX decreases brain MB, in
our data observed in HC, and RT increases brain MB, which may have important

implications with respect to various central nervous system diseases and age-related



dementia that are often characterized by mitochondrial dysfunction. Stimulation or
enhancement of mitochondrial biogenesis may prove a novel neuroprotective
strategy in the future.

Keywords: ovariectomy; resistance training; hormone replacement therapy;

mitochondrial biogenesis; brain.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

A vida tem inicio no momento da concepc¢ao, envolvendo a diferenciacao
e a maturacdo do organismo e suas células. No entanto, € iniciado um processo
lento e progressivo de perda funcional que resultara na morte do individuo, sendo
esse processo conhecido como envelhecimento. O envelhecimento é, portanto,
universal, progressivo e intrinseco de todos os seres vivos (Lane et al., 1987). Com
a idade, ocorrem alteracbes estruturais e fisiolégicas em todos os sistemas
organicos (Collins; Exton—Smith, 1986).

O envelhecimento proporciona algumas alteracdes sistémicas no
individuo, entre elas, a menopausa nas mulheres, sendo caracterizada pela reducéo
e/ou cessacdo da producdo dos horménios ovarianos (Riggs et al., 1992; Zofkova;
Kancheva, 1996) que proporciona uma condicdo de permanente cessagcdo da
menstruacdo (Saengsirisuwan et al., 2009). O inicio dos fenbmenos caracteristicos
da menopausa gera um grande impacto negativo em processos fisiol6gicos de
remodelamento tecidual e metabdlico que podem conduzir a maior incidéncia de
osteoporose (Lane et al., 2000), riscos cardiovasculares, mudanca no perfil lipidico,
aumento da pressdo arterial (Taechakraichana et al.,, 2000), alteracdo do
metabolismo tecidual (Sciore et al.,, 1998; Fred et al., 2006) e alteracdes no
metabolismo lipidico e distribuicdo de gordura corporal (Kannel; Wilson, 1995). Ha
também estudos correlacionando o envelhecimento com o declinio da funcéo
mitocondrial e da capacidade de producdo de adenosina trifosfato (ATP) pela
fosforilacdo oxidativa no cérebro de mamiferos (Navarro et al., 2008; Marton et al.,

2010).
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A terapia de reposicdo hormonal (TRH) tem sido estudada como
intervencdo farmacoldgica para o tratamento desses efeitos deletérios da
menopausa, porém, ha trabalhos correlacionando essa intervencdo com o aumento
na incidéncia de alguns tipos de canceres (mama e utero), visto que, as dosagens
hormonais utilizadas ainda precisam ser mais estudadas quanto a seus efeitos
(Stefanick et al., 2006; Olson; Bandera; Orlow, 2007; Zhang et al., 2007).

Estudos sugerem ainda que a melhor atitude para as mulheres na
menopausa € modificar seu estilo de vida por meio do emagrecimento, da pratica de
atividade fisica regular e de habitos alimentares saudaveis, uma vez que,
normalmente mulheres menopausadas desenvolvem obesidade por terem seu
metabolismo basal diminuido, aliado ao fato de manterem a ingesta alimentar
inalterada ou as vezes até aumentada (Mattar et al., 2008). Neste sentido, o
treinamento resistido (TR) como intervencao ndo-farmacoldgica € recomendado para
o tratamento de varias doencas associadas a menopausa, cComo sarcopenia,
osteopenia, diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares, entre outras, dada a
capacidade do exercicio em aumentar o gasto calérico bem como promover
aumento da taxa metabdlica e remodelamento tecidual (Leite et al., 2010).

No intuito de compreender os mecanismos fisiolégicos envolvidos nos
efeitos deletérios associados ao periodo pds-menopausa e estabelecer estratégias
para prevenir e reverter essas alteracdes, esta condicdo pode ser mimetizada em
animais de laboratério, por exemplo em ratas, por meio da remocéo cirirgica dos
ovarios — ovariectomia bilateral (Leite et al., 2009; Prestes et al., 2009; Pighon et al.,
2011; Shiguemoto et al., 2012; Domingos et al., 2012). Essa técnica permite estudar
em diferentes tecidos os efeitos da diminuicdo drastica dos niveis sistémicos dos

horménios ovarianos combinado a outras formas de intervencdo, como por exemplo,
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com o TR. Modelos experimentais desta natureza possibilitam estudos mais
invasivos, como por exemplo, estudo da expressao génica de sinalizadores celulares
em diversos tecidos, como, musculos esqueléticos, coracao, figado, tecido adiposo,
estruturas cerebrais entre outros (Leite et al., 2009; Prestes et al., 2009; Shiguemoto
et al., 2012; Domingos et al., 2012).

Na literatura os efeitos do TR sobre o sistema muscular sdo bem
documentados (Hornberger, Farrar, 2004; Baar et al., 2002; Akimoto et al., 2005;
Leite et al., 2009; Wang et al., 2011). Entretanto, a influéncia dos hormdnios
ovarianos e do treinamento resistido sobre o sistema nervoso central,
especificamente o cérebro, necessita de mais esclarecimentos, principalmente
guando se aborda a nivel molecular.

O cérebro humano e o cérebro do rato sdo grandes quando comparado
com o tamanho dos seus respectivos corpos. Tanto o cérebro de humanos quanto o
cérebro de ratos representa aproximadamente 2% da massa corporal total, no
entanto, consomem aproximadamente 20% de toda energia dispendida diariamente,
o0 que impde uma enorme demanda na bioenergética celular, especialmente no
sistema de fosforilacdo oxidativa de ressintese de ATP (Brinton 2008 e 2009).

Neste sentido, o hipocampo uma estrutura do sistema nervoso central
importante para aprendizagem e memdria, vem sendo intensamente estudada por
ser uma das Unicas estruturas cerebrais onde h& sintese de novos neurdnios
(neurogénese). Estudos mostraram que a neurogénese hipocampal é modulada por
muitos fatores que incluem envelhecimento, estresse, enriquecimento ambiental,
exercicio fisico e aprendizado (Fabel; Kempermann, 2008; Praag, 2008). Estudos
demonstraram que o exercicio fisico € um indutor robusto do aumento da

neurogénese hipocampal em animais jovens, adultos e idosos (Fabel;, Kempermann,
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2008; Kannagara et al.,, 2010; Kohman et al., 2012), o que enseja a biogénese
mitocondrial como fator primordial para o suprimento da demanda energética. Outra
estrutura cerebral que sofre influéncia do estado bioenergético celular e apresenta
uma grande demanda energética € o hipotalamo, por ser uma regidao encefélica
importante na homeostase corporal, isto €, no ajustamento do organismo as
variagdes externas (Watts, 2015). E o hipotadlamo que controla a homeostase
energética, a temperatura corporal, o apetite, o equilibrio hidrico hidroeletrolitico,
além de ser o principal centro da expressdo emocional e do comportamento sexual
(Watts, 2015). O hipotalamo faz também a integracdo entre os sistemas nervoso e
enddcrino, atuando na ativacdo e regulacdo de diversas glandulas produtoras de
horménios (Watts, 2015). Coletivamente, todas estas funcdes sdo fundamentais
para a sobrevivéncia do organismo em situacdes de estresse (Watts, 2015).

Recentemente Niwa et al. (2015), demonstraram que 0 exercicio fisico
voluntario tem uma correlacdo positiva com a neurogénese hipotalamica, levando a
recuperacdo das funcbes homeostaticas no cérebro adulto apds acidente vascular
cerebral. De acordo com Li et al. (2013) o treinamento fisico pode estimular a
proliferacdo de células progenitoras neuronais no hipotdlamo e a sua diferenciacao
em neurdnios, o que também enseja a biogénese mitocondrial nesta estrutura
cerebral.

Assim, coletivamente as diferentes estruturas cerebrais sdo singularmente
dependentes de uma funcdo mitocondrial eficiente, ficando em risco de declinio
bioenergético caso as fun¢des mitocondriais sejam prejudicadas ou a densidade
mitocondrial diminuida. Neste sentido, varios fatores moduladores, como:
adrenalina, noradrenalina, triiodotironina e tiroxina, entre outros, ja foram

demonstrados ser importantes para a homeostase energética intracelular, por
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influenciar a expressédo génica e a atividade enzimatica dos sistemas de ressintese
de ATP (Brinton, 2009). Adicionalmente, os estudos de Brinton (2008 e 2009) e o
estudo de Yao e Brinton (2009), demonstraram que o estrogeno desencadeia
importantes efeitos moduladores benéficos sobre o sistema bioenergético cerebral,
por modular o transporte de glicose através da membrana neuronal, a glicélise, o
ciclo do acido tricarboxilico, a fosforilacdo oxidativa e consequentemente a
ressintese oxidativa de ATP.

Yao et al. (2012), demonstraram que a deplecédo dos hormoénios ovarianos
induzido pela ovariectomia resultou em um declinio na funcdo bioenergética
mitocondrial cerebral. Sendo o declinio na capacidade bioenergética mitocondrial
podendo ser devido a diminuicdes no namero e no tamanho das mitocondrias,
diminuicdo da densidade mitocondrial por célula, bem como, por mudancas nos
componentes intramitocondriais, como, diminuicdo na densidade das enzimas
envolvidas nos processos de fosforilagdo oxidativa, bem como de suas capacidades
cataliticas. No entanto, 0s mesmos autores demonstraram que ratas
ovariectomizadas, porém, que receberam TRH iniciado imediatamente apds a
ovariectomia, este evento deletério de menor capacidade bioenergética mitocondrial
cerebral foi impedido, o que demonstra o potente papel modulador que o estrégeno
exerce sobre a capacidade oxidativa cerebral. De acordo com Finsterer (2006), o
sistema nervoso central € o segundo 6rgdo mais frequentemente afetado por
disfungbes mitocondriais.

Ja é bem estabelecido na literatura que o treinamento fisico aerdbio leva
a um aumento na capacidade oxidativa muscular, o que resulta em melhor
desempenho aerdbio e maior resisténcia a fadiga (Steiner et al., 2011). Estas

adaptacdes funcionais sdo explicadas pelo menos em parte, pelo aumento na
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densidade mitocondrial muscular (Holloszy, 1967). Entretanto, melhoras na
capacidade oxidativa, ou seja, das funcbes mitocondriais, também sao fatores
importantes dos beneficios do exercicio fisico regular para a manutencdo da saude,
incluindo a prevencdo de doencas cronicas, tais como, as cardiovasculares e as
metabdlicas (Ren et al., 2011; Duncan, 2011). No entanto, investigacdes que tenham
incidido sobre as respostas adaptativas mitocondriais ao treinamento fisico no
cérebro sdo limitadas. Para nosso conhecimento, foram levantados trés estudos
(Steiner et al., 2011; Zhang et al., 2012 e Casuso et al., 2014) que tiveram dentre
seus objetivos principais o de verificar os efeitos do exercicio fisico sobre a
expressao dos marcadores da biogénese mitocondrial no cérebro de ratos.

Vérios disturbios psicolégicos e doencas neurodegenerativas, tais como,
a doenca de Parkinson e o mal de Alzheimer possuem sua génese associada a uma
disfuncdo mitocondrial cerebral, sendo assim, estratégias que possam aumentar a
biogénese mitocondrial em regibes especificas do cérebro se tornam importantes,
como 0 aumento induzido pelo exercicio fisico conforme demonstrado no estudo de
Steiner et al., (2011) que apés oito semanas de treinamento aerdbio em esteira os
animais do grupo submetido ao treinamento apresentaram aproximadamente trés
vezes mais DNA mitocondrial no cérebro do que os animais do grupo controle. Além
disso, o aumento induzido pelo exercicio fisico na biogénese mitocondrial pode
contribuir para diminuicdo da fadiga central durante o exercicio, melhorar o
desempenho do exercicio e retardar o inicio da instalacdo de doencas
neurodegenerativas com génese na disfuncédo mitocondrial.

O controle celular sobre as mudancas adaptativas na quantidade de
mitocondrias requer a capacidade de detectar a necessidade de producao adicional

de energia mitocondrial, seguida pelo desencadeamento de vias de sinalizacdo que
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resultardo em um aumento da expressdo de genes para a formacdo de novas
mitocondrias na célula (Clementi; Nisoli, 2005).

O processo de biogénese mitocondrial refere-se ndo apenas a formacao
de novas mitocondrias, mas também ao processo de aumento da organela e da
expresséo de enzimas relacionadas a sua funcédo. E um processo complexo, uma
vez que a mitocondria é derivada de genomas nucleares e mitocondriais (Hood,
2009). Diferentes estimulos, como a ativagdo simpatica, o exercicio fisico, a queda
da temperatura corporal, as espécies reativas de oxigénio, dentre outros, podem
ativar a biogénese mitocondrial (Nisoli et al., 2003; Nisoli et al., 2008; Hood, 2009;
Kowaltowski et al., 2009).

Como apresentado na figura 1, a biogénese mitocondrial ocorre por meio
da ativagdo do coativador 1a do receptor gama ativado por proliferador de
peroxissoma, o PGC-1a, sendo o mesmo, considerado o “regulador mestre” da
biogénese mitocondrial e da expressdo de proteinas mitocondriais (Puigserver;
Spiegelman, 2003; Rodgers et al., 2005; Gerhart-Hines et al., 2007; Rohas et al.,
2007). O PGC-1a é uma proteina reguladora de uma variedade de processos
metabdlicos, incluindo a formacdo de novas mitocdndrias nos musculos
esqueléticos, no coracdo e no cérebro, bem como no controle da B- oxidacdo
mitocondrial (Lin et al., 2005; Silveira et al., 2006; Steiner et al., 2011), e também
controla a resposta celular ao estresse oxidativo (St-Pierre et al., 2006).

Na biogénese mitocondrial, 0 PGC-1a interage com fatores respiratdrios
nucleares (NRF-1 e NRF-2), os quais sado conhecidos reguladores do processo de
transcricdo e replicacdo mitocondrial. Posteriormente, o NRF-1 ativa o fator de
transcricdo mitocondrial A (TFAM), que € um potente estimulador da duplicacdo do

DNA mitocondrial (Vifia et al., 2009). Sendo assim, o NRF-1 é considerado um fator
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de transcricao intermediario na cascata de sinalizacdo da biogénese mitocondrial, o
qual é responsavel pela estimulacdo e sintese do TFAM que é o efetor final da
ativacao e duplicacdo do DNA mitocondrial.

Choi et al. (2001) demonstraram que o0s niveis de TFAM séao
proporcionais ao do DNA mitocondrial, ou seja, quando ocorre redu¢do ou aumento
na expressdo de TFAM, proporcionalmente ira ocorrer reducdo ou aumento da
replicacdo do DNA mitocondrial. Portanto, o aumento na expressdo do TFAM
preveniria desordens relacionadas a reducdo da expressao proteica desse fator,
além de resultar em aumento na biogénese mitocondrial (Medeiros, 2008). Deste
modo, todo vez que a biogénese mitocondrial for necessaria, o PGC-1a sera ativado
0 que levara a ativacdo do NRF-1 que resultara na sintese e ativacdo do TFAM,
resultando no aumento da duplicacdo do DNA mitocondrial o que conduz para um
aumento no namero de mitocdndrias celulares (Vifia et al., 2009).

A biogénese mitocondrial também é dependente do aumento na
transcricdo do Silent Information Regulator T1 (SIRT 1), o SIRT 1 interage
fisicamente com enzimas desacetilases e ativa o PGC-1a. No entanto, todas as
proteinas que regulam a transcricdo e replicacdo do DNA mitocondrial s&o
codificadoras nucleares e requerem entrada na mitocondria. Provavelmente a mais
importante dessas proteinas a serem transportadas € o TFAM. A entrada das
proteinas para a mitocéndria € um processo complexo que envolve transportadores
de proteinas que ficam em compartimentos submitocondriais, principalmente as
Translocases de Membrana Externa, ou complexo TOM, e as Translocases de
Membrana Interna ou complexo TIM. Na matriz mitocondrial, o0 TFAM leva a um
aumento no numero de copias do DNA presente na ceélula e a replicacdo da

mitocondria (Hood, 2009; Vifa et al., 2009).
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Figura 01. Representacdo esquematica da regulacdo da biogénese mitocondrial.
SIRT1: Silent Information Regulator T1; PGC-1a: coativador 1a do receptor gama
ativado por proliferador de peroxissoma; NRF-1: fator respiratério nuclear 1; TFAM:
fator de transcricdo mitocondrial A; TOM: translocases de membrana externa; TIM:
translocases de membrana interna; mtDNA: &cido desoxirribonucleico mitocondrial.

(Fonte: Vifia et al., 2009, adaptado pelo autor).

Tanto o exercicio agudo quanto o crénico demonstrou ativar o PGC-1a no
musculo esquelético, o qual foi associado ao aumento nas proteinas mitocondriais e
melhorias no desempenho do exercicio (Terada et al., 2002; Terada; Tabata, 2004;
Wright et al., 2007; Calvo et al.,, 2008). Wang et al. (2011) demonstraram em
humanos que o treinamento concorrente, a combinacdo do treinamento de

endurance mais o0 TR, conduz um aumento duas vezes maior na expressao
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muscular do RNAmM do marcador da biogénese mitocondrial PGC-1a em
comparacao ao treinamento de endurance de modo Unico. Contraria a hipdtese
inicial suscitada por Wang et al. (2011), os resultados demonstraram que o exercicio
resistido realizado apds o exercicio de endurance, potencializa as respostas
adaptativas de sinalizacdo para a biogénese mitocondrial quando comparado com o
treinamento de endurance de modo unico.

Gibala et al. (2009) trabalhando com musculo esquelético demonstraram
gue uma sessdo aguda de treinamento intervalado (TI) de alta intensidade e baixo
volume (4 blocos de 30 segundos de exercicio maximo realizado no cicloergbmetro
separados por 4 minutos de recuperacdo) aumenta a expressdo do RNAm do PGC-
1a 3 horas apdés a sessdo aguda de Tl, demonstrando assim, que uma dose
surpreendentemente pequena (2 minutos de trabalho total) de exercicio intervalado
intenso é suficiente para aumentar o RNAm do PGC-1a durante a recuperagao.
Logo, o Tl compartilha caminhos de sinalizagcdo que sao normalmente ativados pelo
treinamento tradicional de endurance, o que justifica a rapida regulacdo ascendente
da capacidade oxidativa de pessoas engajadas no Tl (fenétipo oxidativo) (Gibala,
2009).

Tendo em vista os resultados supracitados referentes ao Tl e sua
semelhanca com o treinamento resistido, € encorajador especular que o exercicio
resistido também possa alterar positivamente a expressdo de marcadores da
biogénese mitocondrial em diferentes tecidos, inclusive no cérebro, e que esta
resposta ocorra também em modelo experimental de ovariectomia. No entanto, até o
presente momento nenhum estudo examinou os efeitos do TR, da ovariectomia, da
TRH e de suas associacdes sobre a expressdo de marcadores da biogénese

mitocondrial no cérebro.
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Por este motivo, experimentos que possam aumentar 0 conhecimento a
respeito da interacdo, ovariectomia, TR e TRH sobre a expressdo génica de
moléculas marcadoras da biogénese mitocondrial no cérebro se tornam bastantes
atrativas, uma vez que, foi demonstrado em trabalho recente de Rettberg et al.
(2014), que o estrogeno € considerado um regulador “mestre” dos sistemas
bioenergéticos cerebrais por modular diversas reacdes enzimaticas e sistemas

bioenergéticos como demonstrado na figura 2.
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Figura 2. Regulacéo dos sistemas bioenergéticos pelo estrogénio. Estrogénio regula

muitas das enzimas chaves envolvidas na bioenergética mitocondrial, incluindo
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transportadores de glicose, hexoquinase (HK), fosfofrutoquinase (PFK), piruvato
desidrogenase (PDH), aconitase (Aco2), alfa-cetoglutarato desidrogenase (aKGDH),
succinato desidrogenase (SDH) e os complexos |, lll e IV da cadeia transportadora
de elétrons. Ciclo TCA: ciclo do acido tricarboxilico; FOSOX: fosforilagdo oxidativa.

(Fonte: Rettberg et al., 2014, traduc&o nossa).

Adicionalmente, foi demonstrado que 0 estrdgeno aumenta a expressao
da proteina anti-apoptotica Bcl-2 nos neurbnios, uma proteina de sobrevivéncia
neuronal. A maior expressao de Bcl-2 pode potencializar a capacidade maxima de
captacao de calcio pelas mitocondrias. A aumentada captacdo mitocondrial de calcio
induzido pelo estrogeno via Bcl-2 pode proteger os neurbnios contra 0s agraves
decorrentes de um excesso de calcio no citoplasma e prevenir possiveis
neurodegeneracdes (Yao; Brinton, 2012). No entanto, para um sistema neuronal
eficiente, € de primordial importancia a integridade funcional das mitocdndrias e uma

densidade mitocondrial compativel com as demandas metabdlicas celulares.
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2. HIPOTESES E OBJETIVOS

2.1 Hipoteses

Nossa hipotese inicial foi que tanto o TR quanto a OVX podem alterar a
expressdo génica das moléculas marcadoras da biogénese mitocondrial nas
diferentes regifes cerebrais investigadas (cortex, hipocampo e hipotalamo), sendo
gue a OVX leva a uma menor expressao e o TR conduz a uma maior expressao dos
marcadores da biogénese mitocondrial, e que a TRH previne a menor expressao dos

marcadores da biogénese mitocondrial nas regides cerebrais investigadas.

2.2 Objetivos

Investigar os efeitos da OVX, do TR e da TRH sobre a expressao génica de

marcadores da biogénese mitocondrial (PGC-1a, NRF-1 e TFAM) em regides

especificas do cérebro (CX, HC e HT).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e condi¢cdes experimentais

Foram utilizadas 36 ratas Sprague-Dawley, adultas, obtidas do biotério da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus Araraquara, com
massa corporal de chegada ao biotério do Laboratério de Fisiologia do Exercicio da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) de 220 + 12 g (média + desvio padrao
da média). Durante todo o periodo experimental as ratas foram mantidas em gaiolas
coletivas (trés ratas por gaiola) no biotério do Laboratério de Fisiologia do Exercicio
do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFSCar, sob condi¢cdes constantes de
temperatura (22 £ 20C) e iluminac&o em ciclo invertido, sendo que, das 20h00min as
08h00min claro e das 08h0Omin as 20hOOmin escuro. Todas as ratas foram
alimentadas com racao comercial para roedores com controle diario da quantidade
de racdo consumida por gaiola. Para controle alimentar foi ofertado diariamente em
média por gaiola 140 g, sendo que, no dia seguinte a sobra de racdo era pesada e
calculado a ingestdo de ragdo por gaiola, da seguinte maneira: Ingestdo(g) =
Oferta(g) — sobra(g). Posteriormente foi calculado a ingestéo por animal, pela razédo
ingest@o por gaiola pelo nimero de animais. Todas as ratas tiveram livre acesso a
agua.

Todas as ratas apés chegada ao biotério do laboratério de fisiologia do
exercicio - UFSCar permaneceram por trés semanas em condi¢cdo de aclimatacéo
ao biotério e ao ciclo invertido. ApGs este periodo, as ratas foram distribuidas em

Seis grupos experimentais.
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Todos os procedimentos de pesquisa foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de S&o Carlos (nimero
protocolo 005/2013) e conduzidos de acordo com o guia de cuidados e manuseio de
animais laboratoriais dos Estados Unidos da América (National Research Council’s,

1996).

3.2 Grupos Experimentais

Apoés o periodo de trés semanas de aclimatacdo ao biotério e ao ciclo
invertido as ratas foram randomicamente distribuidas em seis grupos experimentais
(seis animais por grupo) onde permaneceram até o final do experimento. Abaixo
esta apresentado 0os nomes dos grupos com suas respectivas abreviacoes utilizadas

neste trabalho.

() Sham operado sedentario (Sham-Sed);

(I Ovariectomizado sedentério (Ovx-Sed);

(1 Sham operado treinamento resistido (Sham-TR);

(IV)  Ovariectomizado treinamento resistido (Ovx-TR);

(V)  Ovariectomizado sedentério terapia de reposi¢cdo hormonal (Ovx-Sed-
TRH);

(VI) Ovariectomizado treinamento resistido terapia de reposicdo hormonal

(Ovx-TR-TRH).

Na figura 3 esta representado o esquema de distribuicdo das ratas e o

desenho experimental inicial do estudo.
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Sed TR Sed-TRH || TR-TRH
(h=6) || (n=6) (n=6) (n=6)

Figura 3. Distribuicdo das ratas e desenho experimental inicial do estudo.

3.2.1 Grupos de animais sedentéarios

Os animais dos grupos sedentarios (Sed), Sham-Sed, Ovx-Sed e Ovx-

Sed-TRH foram mantidos em suas gaiolas durante todo o periodo experimental do

estudo sem nenhum tipo de exercicio fisico sistematico.

3.2.2 Grupos de animais ovariectomizados

Os animais dos grupos ovariectomizados (Ovx), Ovx-Sed, Ovx-TR, Ovx-

Sed-TRH e Ovx-TR-TRH foram submetidos aos procedimentos cirdrgicos de

remocao bilateral dos ovarios (ovariectomia) como descrito no item 3.3.
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3.2.3 Grupos de animais treinamento resistido

Os animais dos grupos treinamento resistido (TR) Sham-TR, Ovx-TR e
Ovx-TR-TRH foram submetidos a doze semanas de treinamento resistido

progressivo em escada como descrito no item 3.4.

3.2.4 Grupos de animais terapia de reposi¢cao hormonal

Os animais dos grupos terapia de reposicdo hormonal (TRH) Ovx-Sed-
TRH e Ovx-TR-TRH foram submetidos aos procedimentos cirargicos de implantacéo
subcutanea de capsulas silasticas preenchidas com uma solucéo de 180 ug de 17 [3-

estradiol/ml de 6leo de girassol, como descrito no item 3.5.

3.3 Procedimentos cirurgicos da ovariectomia e da sham operacao

A ovariectomia e a sham operagcao foi realizada quando os animais
atingiram aproximadamente 250g de massa corporal de acordo com a técnica
descrita por Kalu (1991).

Inicialmente as ratas foram anestesiadas com uma mistura de Ketamina
(61,5 mg/kg de massa corporal) e Xilazina (7,6 mg/kg de massa corporal) por meio
de injecdo na cavidade peritoneal, via de administracdo parenteral por meio de
injecao intraperitoneal, visando atingir um grau razoavel de relaxamento muscular
para facilitar a cirurgia e, principalmente, produzir analgesia suficiente a fim de que
0s animais nao sofressem durante os procedimentos cirargicos e o tdo logo

retornasse a sua normalidade fisiologica.
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Para dar inicio aos procedimentos cirargicos da Ovx e da sham operacao
os reflexos das ratas foram testados para verificacdo da eficacia do procedimento de
anestesia apos as ratas terem recebido a injecdo intraperitoneal da mistura de
Ketamina e Xilazina. Durante todo o transcorrer dos procedimentos cirirgicos da
Ovx e da sham operacdo as ratas foram mantidas sobre o efeito anestésico
proporcionado pela Ketamina-Xilazina. Primeiramente, foi realizada uma pequena
incisao bilateral de 1,0-1,5 cm através da pele e da camada muscular, entre a ultima
costela e a coxa, em paralelo com a linha corporal do animal (Figura 4A). A cavidade
peritoneal foi aberta e feita uma ligadura abaixo da fimbria (Figura 4B e 4C). Os
ovarios foram removidos e a incisdo feita na pele e masculos suturados (Figura 4D).
A figura 4 foi extraida da dissertacdo de Pereira (2010) e adaptada para este

trabalho.

Figura 4. Procedimentos cirdrgicos da ovariectomia. A) Incisédo bilateral; B e C)

Ligadura abaixo da fimbria e D) Remocéao do ovario (Pereira, 2010).
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Pelas proximas 72 horas apos a Ovx e a sham operacdo as ratas foram
mantidas em caixas individuais, posteriormente a este periodo as ratas foram
novamente agrupadas nas caixas coletivas referentes aos seus grupos, onde
permaneceram até o fim do experimento. Foi respeitado um periodo de sete dias de
recuperacdo poés-cirurgia para dar inicio aos procedimentos do protocolo de
treinamento resistido nos grupos Ovx-TR e Ovx-TR-TRH.

A sham operacéao foi realizada por meio dos mesmos procedimentos da
ovariectomia, exceto que nao foi realizada a ligadura abaixo da fimbria e nem os
ovarios foram removidos, e sim apenas expostos e devolvidos ao local de origem.
Vale ressaltar que todos os animais sham operados e ovariectomizados tiveram o
mesmo tempo de exposicdo aos procedimentos cirdrgicos (88 dias) até a data da

eutanasia.

3.4 Treinamento resistido (TR)

O protocolo de treinamento resistido em escada de Prestes et al., (2009)
foi utilizado e adaptado para as necessidades e execucéo desta pesquisa.

Inicialmente, as ratas foram adaptadas ao protocolo de treinamento
resistido que exigia que os animais escalassem uma escada vertical (110 x 18 cm, 2
cm de espacamento entre os degraus da grade, inclinacdo de 80° com pesos
atados as suas caudas (figura 5A). O aparato de carga foi atado a porcao proximal
da cauda com uma fita auto-adesiva (Figura 5B). Com o aparato fixado a cauda as
ratas eram colocadas na parte inferior da escada e familiarizadas com a escalada.
Caso necessario um estimulo com pinca era aplicado na cauda do animal para

iniciar o movimento. No topo da escada as ratas alcangcavam uma gaiola (20 x 20 x
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20 cm) onde descansavam durante 120 segundos. Este procedimento foi repetido
até que os animais conseguissem voluntariamente escalar a escada, trés vezes
consecutivas, sem estimulo de pinca na cauda. Foram realizadas duas sessdes de

adaptacao (familiarizacdo) com intervalo de 48 horas entre as sessoes.

A

Figura 5. A) Escada para treinamento resistido e B) Localizacdo do aparato de

carga na cauda do animal (Pereira, 2010).

Trés dias ap0s a ultima sesséo de familiarizacdo foi realizada a primeira
sessdo de treinamento que consistiu de 4 a 8 escaladas com cargas
progressivamente mais pesadas. A escalada inicial consistiu em carregar uma carga
correspondente a 75% da massa corporal do animal atado em sua cauda. Apés
completar o carregamento desta carga inicial com sucesso, um peso adicional de 30
g era adicionado ao aparato e uma nova escalada era realizada. Este procedimento

de acréscimo de 30 g foi sucessivamente repetido em um namero maximo de oito
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escaladas, até que se alcancasse uma sobrecarga que ndo permitia que a rata
escalasse toda a escada. A falha em escalar foi determinada quando o animal nao
conseguia progredir na subida da escada apos trés estimulos sucessivos na cauda.
A maior carga carregada por toda a escada foi considerada como a capacidade
maxima de carregamento (carga maxima) da rata para aquela sessdo de
treinamento, carga a qual, foi utilizada para a determinacdo da carga de
carregamento utilizada para a proxima sessao de treinamento.

As sessbes de treinamento seguintes, até o final do periodo de
treinamento, consistiram inicialmente de quatro escaladas, com 50%, 75%, 90% e
100% da capacidade maxima de carregamento do animal determinada na sesséo
anterior. Durante as escaladas subsequentes em um numero maximo de cinco
escaladas eram adicionados 30g em cada nova escalada realizada com sucesso,
até que uma nova capacidade maxima de carregamento fosse determinada. O
intervalo de recuperacao entre as escaladas foi fixo de 2 minutos.

O treinamento das ratas dos grupos treinamento resistido (Sham-TR, Ovx-
TR e Ovx-TR-TRH) ocorreu durante um periodo de doze semanas, sendo as
sessoOes de treino realizadas uma vez a cada 3 dias, ou seja, entre as sessdes havia
um intervalo de 72 horas. O inicio das sessfGes de treino sempre ocorreu as 14
horas.

A organizacdo da carga de carregamento por sessao de treino, os dias de
treino semanalmente e os pesos utilizados nos aparatos como sobrecarga de treino

estdo demonstrados na figura 6.
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Figura 6. A) organizagcao da carga de carregamento por sessao de treino. B) dias de

treino. C) Pesos utilizados nos aparatos de treino.

3.5 Terapia de reposi¢cado hormonal (TRH)

Os animais dos grupos terapia de reposicdo hormonal (TRH) Ovx-Sed-
TRH e Ovx-TR-TRH foram submetidos aos procedimentos cirtrgicos de implantacdo
subcuténea de capsulas silasticas preenchidas com uma solugéo de 180 ug de 17 (-
estradiol/ml de 6leo de girassol com a finalidade de reposicdo hormonal, de acordo
com as técnicas descritas por Strom et al. (2008).

As capsulas silasticas sdo segmentos de 30 milimetros de tudo silastico
(diametro interno/externo 1,575/3,175 milimetros) preenchidos com uma solucéao de
180 ug de 17 B-estradiol dissolvido em 01 ml de 6leo de girassol. Para confeccao
das capsulas silasticas utilizadas na presente pesquisa, inicialmente o tubo silastico

de 30 milimetros foi cortado em pedacos de 15 milimetros preenchidos com a
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solugdo de 17B-estradiol e selado nas extremidades com cola de silicone, o que
resultou em uma coluna de 6leo-17B-estradiol.
Na figura 7 estdo apresentados o0s (trés recursos materiais

convencionalmente utilizados para a finalidade de terapia de reposi¢cao hormonal.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 om
,m|qu[uuhm'|mlun|m|Im|||m!mllnulm||1|||l|m|||ulm||uul||uluuhm

\\\\\\

Figura 7. Recursos materiais utilizados para administracdo do 17p-estradiol. A)
Pellet de liberagdo lenta. B) Cépsula silastica. C) Seringa para inje¢fes diarias.

Fonte: (STROM et al., 2008).

Apbs a confecgdo das capsulas silasticas e um dia antes da implantacao,
as mesmas foram armazenadas durante a noite (overnight) em um frasco contendo
a mesma solugdo de 17B-estradiol utilizada para o preenchimento das capsulas.
Antes da implantacdo as capsulas foram cuidadosamente lavadas. No dia da
implantagédo, inicialmente as ratas foram anestesiadas com uma mistura de
Ketamina (61,5 mg/kg de massa corporal) e Xilazina (7,6 mg/kg de massa corporal)
por meio de injecdo intraperitoneal. Com a rata anestesiada foi feita uma incisdo de

0,5 cm no dorso da rata para implantacdo subcutanea da capsula. Apds implantacéo
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da capsula silastica a incisao foi suturada e a rata colocada em caixa individual até
completo retorno da anestesia.

No trigésimo sexto dia apos implantacdo da capsula silastica uma nova
capsula (segundo implante) foi implantada seguindo os mesmos procedimentos
descritos acima.

Segundo Strom et al (2008), esta técnica de administracdo de 17[3-
estradiol produz niveis séricos fisiologicos de estradiol significativamente diferente a
dos animais ovariectomizados, ainda de acordo com 0s mesmos autores, as
capsulas silasticas sao superiores aos pellets de liberacdo lenta e as injecdes diarias
para a producao confiavel de concentragbes a longo prazo de 17B-estradiol dentro

da faixa fisioldgica.

3.6 Controle da ingestado alimentar e da massa corporal

A ingestdo alimentar (gramas de racdo consumida por gaiola) foi
monitorada diariamente sempre no mesmo horario do dia, entre 13h00min e
13h30min e a massa corporal verificada trés vezes na semana, todas as segundas,
quartas e sextas-feiras sempre no mesmo horario entre 13h00min e 14h00min.

Ambos os procedimentos foram realizados durante todo o periodo experimental.

3.7 Eutanasia e coleta dos tecidos

Os animais dos grupos treinamento resistido foram eutanasiados por

decapitacdo 48h apOs a Ultima sessdo de treinamento para minimizar quaisquer

efeitos de interferéncia decorrentes da ultima sessao de treino sobre as analises
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realizadas. Os animais dos grupos sedentarios também foram eutanasiados por

decapitacao respeitando a mesma duracdo do experimento para todos 0s grupos.

Imediatamente apo0s a decapitacdo o cérebro foi removido e as areas de
interesse dissecadas. As areas cerebrais dissecadas incluiram: cortex lobo frontal
(CX), hipocampo (HC) e hipotalamo (HT), apds a dissecacéo das areas, as mesmas
foram armazenadas em tubos de criogenia, imediatamente congelados no nitrogénio
liquido e armazenados no freezer a -80°C até o momento das anélises. As trés areas
cerebrais (CX, HC e HT) foram processadas para determinacdo e quantificacdo da
expressao do acido ribonucleico mensageiro (RNAm).

Vérios outros orgaos e tecidos foram removidos e armazenados, a saber:
figado, utero, os depdsitos de gordura mesentérica, parametrial e retroperitoneal,
trés mauasculos esqueléticos do membro posterior direito (séleo, plantar e
gastrocnémio) foram rapidamente removidos e pesados. Fémur direito foi removido e
seu peso Umido determinado apds um periodo curto de ebulicdo em uma solugéo de

hidréxido de potassio (KOH) a 10% para remocdao do tecido circundante.

3.8 Desenho experimental

A figura 8 apresenta um resumo do desenho experimental da pesquisa

deste a chegada dos animais ao biotério do laboratério de fisiologia do exercicio da

UFSCar até o momento da eutanasia.
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Chegada dos Procedimentos
animais ao cirurgicos (PC)
biotério do - Sham operagao 2 sessoes de Inicio do
Lab. Fisiol. - OVX operagdo familiarizagao ao treinamento
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Figura 8. Desenho experimental

3.9 Quantificacado da expressédo génica do PGC1l-a, NRF-1, TFAM e GAPDH

A quantificacdo da expresséo génica do Coativador 1a do Receptor Gama
Ativado pelo Proliferador de Peroxissoma (PGC1-a), do Fator Respiratério Nuclear 1
(NRF-1), do Fator de Transcricdo Mitocondrial A (TFAM ou mtTFA) e do GAPDH foi
realizada pela quantificacdo do seu RNAm por Reacdo em Cadeia da Polimerase —
Tempo Real (PCR-RT). Esta analise foi realizada no laboratério de Fisiologia do
Exercicio em conjunto com o laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do

Departamento de Ciéncias Fisiol6gicas da UFSCar.

3.9.1 Procedimentos gerais

Para reduzir a presenca de acidos ribonucleases (RNAses), foram
adotados os seguintes cuidados em todos os procedimentos: utilizacdo de material

esterilizado descartavel; autoclavagem da vidraria, microtubos e ponteiras utilizadas;
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manipulacdo de amostras e materiais com luvas; utilizacdo de agua tratada com

dietil-pirocarbonato (agua DEPC, autoclavada).

3.9.2 Extracdo do RNA total

Para andlise da expressao génica das proteinas PGC1-a, NRF-1, TFAM,
e GAPDH o RNA total das areas cerebrais de interesse; cortex lobo frontal (CX),
hipocampo (HC) e hipotalamo (HT) foram extraidos com o reagente Tri Reagent®
(Sigma-Aldrich, USA) de acordo com as especificacdes do fabricante.

No dia da extracdo, a area total dissecada era homogeneizada em 1 ml
de Tri Reagent® seguindo os seguintes procedimentos:

() Inicialmente o microtubo com o tecido era retirado do nitrogénio
liquido e o tecido triturado com pistilo cénico em polipropileno
autoclavavel (Bellart®);

(1 Apés a trituracdo inicial era adicionado 100 pl do reagente Tri
Reagent® para término manual da trituracéo do fragmento de tecido;

(1 Ap6s a trituracéo com 100 pl de Tri Reagent® era acrescentado 900
ul do reagente Tri Reagent® e homogeneizado manualmente por 15
segundos.

Apbés a homogeneizacdo as amostras permaneciam por 10 minutos
encubadas em gelo. Logo em seguida, era adicionado 200 pl de cloroférmio e as
amostras homogeneizadas manualmente por 15 segundos. Logo apos, as amostras

eram novamente encubadas em gelo por 10 minutos, e em seguida, centrifugadas

em centrifuga refrigerada (Eppendorf® 5804R) por 15 minutos a 12.500 rpm a 4°C.
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Seguido a centrifugacdo o sobrenadante (fase aquosa) aproximadamente 450 ul era
transferido para um novo microtubo esterilizado (Eppendorf®).

Apos a transferéncia do sobrenadante para um novo microtubo era
adicionado 460 pl de isopropanol e 40 pl de acrilamida (5mg/ml) e as amostras
homogeneizadas manualmente por 15 segundos, e apds, as amostras eram
encubadas em gelo por 10 minutos. A seguir, as amostras eram centrifugadas por
10 minutos a 12.500 rpm a 4°¢ C para formacdo do pellet. Em seguida, o
sobrenadante era descartado com cuidado por inversdo manual e adicionado no
microtubo 950 ul de etanol 75% (diluido com agua tratada com Dietil Pirocarbonato -
agua DEPC 0,1%) e em seguida colocado no vortex (Eppendorf®) por 10 segundos
para homogeneizar o pellet. Apos nova centrifugacéo, por 5 minutos a 10.000 rpm a
40C, novamente o sobrenadante era descartado com cuidado por inversdo manual,
e caso necessario o restante de etanol 75% era aspirado com auxilio de uma pipeta.
Posteriormente ao descarte do sobrenadante, o microtubo contendo o pellet era
colocado para secagem por 10 minutos em temperatura ambiente. Apos secagem, 0
pellet foi ressuspendido com 30 a 60 pL de 4gua DEPC desativada, o microtubo
colocado no vortex por 10 segundos, e em seguida, as amostras colocadas em
banho Maria a 55°C por 10 minutos.

Apo6s o procedimento de banho Maria as amostras eram colocadas no
vortex por 15 segundos, em seguida, transferidas para a centrifuga refrigerada para
realizacdo do Spin e finalmente as amostras eram armazenadas no freezer a -80° C
até o momento das analises.

Para avaliacdo da concentragcéo e pureza do RNA total, foram realizados
ensaios espectrofotométricos sob comprimento de onda de 260 e 280 nm. A razéo

Aze0/280 € proporcional a concentragéo de RNA total na amostra.
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3.9.3 Quantificacdo do RNA total

A quantificacdo do RNA total em ng/pl e a determinacdo do grau de
pureza das amostras foram realizadas por meio da determinacédo das absorbéancias
nos comprimentos de onda de 260nm e 280nm, sendo as leituras realizadas no
NanoDrop 2000c Espectrofotdmetro (Thermo Scientific®). Para realizacdo das leitura
espectrofotométricas foi pipetado sempre 1 pl do estoque de RNA total das amostras
no pedestal do NanoDrop e realizada a leitura.

O grau de pureza do RNA foi determinado pela razdo Azso2s0,

considerando-se adequados os valores entre 1,8 e 2,0.

3.9.4 Determinacdao da integridade do RNA total

A integridade do RNA total foi confirmada pela visualizacdo em luz

ultravioleta do padréo de eletroforese das bandas 28S e 18S do RNA ribossomal,

em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (figura 9).
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Figura 9. Exemplo de um gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio
indicando a integridade do RNA total, através da visualizacdo das bandas

ribossomais 28S e 18S.

3.9.5 Transcricao reversa

Inicialmente, as amostra de RNA total foram tratadas com DNAse —
Deoxyribonuclease 1, Amplification Grade (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
California) de acordo com as especificagbes do fabricante. Ao RNA total (1ug),
adicionava-se solucao tampao (1uL, 10x DNAse | Reachion Buffer), enzima (1uL
DNAse |, Amp Grade) e quantidade suficiente para 10uL de agua tratada com
DEPC. A amostra era encubada por 15 minutos em temperatura ambiente. Logo
apos, adicionava-se EDTA (1puL) e a amostra permanecia em banho seco a 65°C
por 10 minutos.

Apés o tratamento com DNAse, o RNA mensageiro (RNAm) foi transcrito
de forma reversa em DNA complementar (cDNA) utilizando o kit de sintese de cDNA
da Bio-Rad, USA. Para sintese do cDNA foi pipetado em microtubo os seguintes
reagentes:

() Volume de RNA proporcional para uma quantidade de 1ug de RNA;

(I 5 pl do mix Bio-Rad para sintese de cDNA, sendo que 1 pl iScript
reverse transcriptase;

() Agua ultra limpa livre de nucleases em volume proporcional para
volume final de 20 pl.

Em seguida, as amostras foram estocadas a -80°C até o momento das

analises.
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3.9.6 Reacédo em cadeia da polimerase —tempo real (PCR-RT)

Foram utilizados os seguintes reagentes para cada amostra de cDNA (40
ng/ul), em duplicata.
e 7,125 pl de 4gua livre de nucleases
e 0,5 pl primer forward
e 0,5 pl primer reverse
e 0,625 pl de cDNA
e 6,25 uL EVA® Green (Sigma-Aldrich, USA)
e Volume final 15 pl
As amostras foram processadas no Termociclador de placa de 96 pocos
CFX384 Touch™ (BIO-RAD) e os ciclos consistiram de 95°C por 10 minutos,
seguidos de 42 ciclos de amplificacdo a 95°C por 15 segundos; temperatura de
anelamento (Tm) variando conforme a especificidade do gene analisado de 59,6 a
68°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. A curva Melt foi produzida ao final
dos 42 ciclos de amplificac&o iniciando a 70°C e finalizando a 90°C com incrementos
de 0,5°C a cada 30 segundos. As Tm dos primers foram previamente padronizadas.
Os primers utilizados foram adquiridos da Invitrogen Life Technologies e
suas sequencias estao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos primers usados para PCR-RT

Genes Sense forward (5°-3’) Antisense reverse (5’-3’) N. de acesso
PGC-1a GGCCCGCTACAGTGAGTGTT ATTGCTCCGGCCCTTTCTT NM_031347.1
NRF-1 GGGAAAGAAAGCTGCAAGCC  TGGTCCGTAATGCTTGGGTC N 0011007
TFAM CAAGACTGTGCGTGCATCTG TTCACAAACCCGCACGAAAC NM_031326.1

GAPDH GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG  GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA NM_017008.3

PGC1l-a = Coativador-1a do Receptor Gama Ativado pelo Proliferador de Peroxissoma; NRF-1 = Fator
Respiratorio Nuclear 1; TFAM = Fator de Transcrigdo Mitocondrial A; GAPDH = Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase.
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O GAPDH foi utilizado como controle enddgeno para célculo da
expressao relativa dos produtos do PCR-RT determinada pelo método do delta-delta
Ct (AACY).

Os produtos especificos foram determinados como picos Unicos por meio

das curvas MELT como demonstrado na figura 10.
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Figura 10. Exemplos de curvas MELT originais representativas dos ciclos do PCR-

RT. A) PGC-1a, B) NRF-1, C) TFAM e D) GAPDH.

Os valores de threshold cycle (Ct) e as curvas de MELT foram obtidos
pelo Software CFX384. O Ct € o ponto onde o sinal de fluorescéncia € notado pela
primeira vez com o menor numero de ciclos durante a fase exponencial da

amplificacéo (figura 11).
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Figura 11. Exemplos de curva de amplificacéo original representativa dos ciclos do

PCR-RT. A) PGC-1q, B) NRF-1, C) TFAM e D) GAPDH.

O nivel de expressdo comparativa de cada condicédo foi calculado pelo
método do delta-delta Ct (AACt). Inicialmente foi calculado a média dos Ct de cada
gene e posteriormente calculado:

a) Delta Ct (ACt) = Ct do GAPDH — Ct do gene alvo;

b) Calculo da média S = Média do ACt;

c) AACt=ACt—média S

Os AACt dos grupos Sham-Sed, Sham-TR, Ovx-Sed, Ovx-TR, Ovx-Sed-
TRH e Ovx-TR-TRH foram calculados em relagédo ao grupo Sham-Sed. O valor em
unidades arbitrarias (UA) da expresséo dos genes alvos foram calculados por 2-AACt

(Livak, Schmittgen, 2001).
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Com os valores em UA foram realizados os testes estatisticos.

3.10 Analise Estatistica

Todos os dados foram expressos em média + erro padrdo da média
(EPM). A analise estatistica foi iniciada com o teste de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov). Todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal, sendo utilizado o
teste paramétrico de analise de mudltiplas variancias (MANOVA) levando em
consideracdo trés variaveis: ovariectomia x treinamento resistido x terapia de
reposicao hormonal. Foi utilizado também o teste paramétrico ANOVA One-way com
teste post-hoc de Fisher’s para determinacao das diferengas significativas entre os
grupos experimentais. Todas as informacdes foram processadas no pacote

estatistico OringinPro 8® adotando-se um nivel de significancia de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeitos da ovariectomia, do treinamento resistido e da terapia de reposicao

hormonal sobre parametros antropométricos

Os resultados referentes aos parametros antropomeétricos apresentados
na tabela 2 demonstram que as ratas do grupo Ovx-Sed apresentaram massa
corporal 23% maior, ingestdo alimentar diaria 11% maior e peso do depdsito de
gordura retroperitoneal 52% maior que as ratas do grupo Sham-Sed (p < 0,05) e,
peso da soma dos trés musculos esqueléticos (sOleo, plantar e gastrocnémio)
relativo ao peso corporal 9% menor quando comparado com o0 mesmo grupo (p <
0,05). Adicionalmente, a ovariectomia resultou em menor peso do fémur (-11%, p <
0,05) e peso do utero (-83%, p < 0,05) indicando os efeitos fisiolégicos da auséncia
dos hormdnios ovarianos proporcionados pela ovariectomia bilateral. No entanto, as
ratas do grupo Ovx-Sed-TRH apresentaram peso corporal 12% menor e peso do
fémur e do utero 13% e 481% maiores respectivamente, que as ratas do grupo Ovx-
Sed (p < 0,05), o que indica os efeitos fisioldgicos da TRH. Embora o peso corporal
tenha sido maior do que das ratas do grupo Sham-Sed (+9%, p < 0,05). Além disso,
as ratas do grupo Sham-TR apresentaram menor peso dos depdésitos de gordura:
parametrial (-23%, p <0,05) e mesentérica (-43%, p <0,05) e maior peso do fémur
(+12%, p <0,05) quando comparado com o grupo Sham-Sed (Tabela 2).

As ratas do grupo Ovx-TR apresentaram peso corporal e peso do
depdsito de gordura retroperitoneal 6% e 35% menores respectivamente, quando

comparado ao grupo Ovx-Sed (Tabela 2).
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Quando se compara o grupo Ovx-TR-TRH com os grupos Ovx-Sed e Ovx-
TR, o grupo Ovx-TR-TRH apresentou menor peso corporal do que os grupos Ovx-
Sed e Ovx-TR (-15% e -9%, p < 0,05), respectivamente, e maior peso da soma dos
trés musculos esqueléticos (soleo, plantar e gastrocnémio) relativo ao peso corporal
do que os grupos Ovx-Sed e Ovx-Sed-TRH (+8% e +13%, p < 0,05),
respectivamente. O mesmo grupo (Ovx-TR-TRH) apresentou peso relativo do fémur
17% e 8% maior do que os grupos Ovx-Sed e Ovx-TR (p < 0,05), respectivamente, o0
gque demonstra que a associacdo da terapia de reposicdo hormonal com o
treinamento resistido € mais eficaz do que o treinamento resistido como Unica
intervencdo para a manutencdo da massa 6ssea. No entanto, ndo foi observada
nenhuma diferenca significativa na comparacao entre os grupos Ovx-TR-TRH e Ovx-
Sed-TRH. Todos os resultados supracitados encontram-se descritos na tabela 2.

Tabela 2. Efeitos da ovariectomia, do treinamento resistido e da terapia de reposicéo
hormonal sobre pardmetros antropomeétricos

Ovx-Sed- Ovx-TR-
Sham-Sed Sham-TR Ovx-Sed Ovx-TR
TRH TRH
Massacorporal (g) 301,85 +6.56  320.42 +4.77 RTZARE 390.20.4 REIEE 7067
P 9 R et S 11,08* 10,44#6 7.57*4$ 8.124%
o 2325+
Ingestédo alimentar (g/d) 21,05 0,50 22,78 £0.58 23,39 +0,92* i 22,28 + 0,84 22,58 £ 0,75
Gorduraparametrial (g) 6,52+ 0.74 5,05 + 0,26* 6.93 + 0.38 6.43+042 8,13+ 0,600 6.97 + 0,698
Gorduramesentérica (g) 3.68 + 0,28 2,10 + 0,12* 3.14+ 02786  3.38+0.300  3.51+0.280 3.35+0.358
i 4,35+
Gorduraretroperitoneal ;474037  225:0,15  4545026%6 2,96+ 0,55% = 3,30+ 0,338
(9) T 0.49%88 S
Musculos dapata (g/100 0.60 +
0.69 + 0.02 0.67 + 0,01 0.63 + 0,01* 0.65 + 0,02 o 0.68 + 0.02#&
g MC) 0,02%8$
Pesodo utero(g) 0,67 + 0,07 0.63+005  0,11+0,00%6 0,09 + 0,05  0.64 + 0.05#$ 0,62 + 0,03#$
Pesodo fémur(g/100 g 0,23 + 0.27 +

0.26 + 0,005 0.29 + 0,004* 0,25+ 0,010 0.26 + 0.007#

MC) 0.006*0 0,004#%

Valores sdo médias + erro padrdo da média; n = 6 ratas por grupo. d = dia; MC = massa corporal.
*, diferente significativamente de Sham-Sed (p < 0,05).

3, diferente significativamente de Sham-TR (p < 0,05).

#, diferente significativamente de Ovx-Sed (p < 0,05).

$, diferente significativamente de Ovx-TR (p < 0,05).

&, diferente significativamente de Ovx-Sed-TRH (p < 0,05).
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4.2 Carga maxima de carregamento nas semanas 1, 6 e 12 de treinamento

resistido

Para a carga maxima de carregamento durante as 12 semanas de
treinamento, ndo houve nenhuma interacdo entre grupo e tempo, indicando que 0s
grupos Sham-TR, Ovx-TR e Ovx-TR-TRH aumentaram a capacidade maxima de
carregamento de maneira similar durante o periodo de treinamento (Figura 12). As
cargas maximas de carregamento aumentaram significativamente apos a semana 6
e semana 12 quando comparado com a semana 1, e ap0s a semana 12 comparado
com a semana 6. As ratas dos grupos Sham-TR, Ovx-TR e Ovx-TR-TRH
apresentaram carga maxima de carregamento 54%, 50% e 40%, respectivamente,
maior na semana 6 (Sham-TR = 724,83 + 44,81 g; Ovx-TR = 756,50 + 30,33 g €
Ovx-TR-TRH = 768,00 * 43,45 g) do que na semana 1 (Sham-TR = 469,83 + 29,40
g; Ovx-TR = 503,16 *+ 26,46 g e 548,00 + 16,30 g), e 27%, 23% e 23% maior na
semana 12 (Sham-TR = 918,16 + 38,11 g; Ovx-TR = 929,83 + 42,66 g e 941,33 *
50,79 g) do que na semana 6, respectivamente para os grupos Sham-TR, Ovx-TR e
Ovx-TR-TRH (Figura 12). Deste modo, ndo houve nenhuma diferenca nas cargas
maximas de carregamento entre 0s grupos treinados cronicamente durante o

periodo de 12 semanas.
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Figura 12. Carga maxima de carregamento (g) dos grupos Sham-TR, Ovx-TR e
Ovx-TR-TRH nas semanas 1, 6 e 12. Os valores sdo médias + erro padrdo da média
(n = 6 por grupo). *, significativamente diferente de semana 1; #, significativamente

diferente de semana 6 (p < 0,05).

4.3 Expressao dos fatores da biogénese mitocondrial

Foram examinados os niveis de expressdao do RNAm de trés fatores de
transcricdo considerados essenciais para o controle da formacdo de novas
mitocondrias, o0 PGC-1a, o NRF-1 e TFAM em trés diferentes areas cerebrais, cortex

lobo frontal, hipocampo e hipotalamo.
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4.3.1 Expressao dos genes da biogénese mitocondrial no cortex lobo frontal

Andlise por PCR-RT demonstrou que 12 semanas de TR resultou em
aumento significativo da expressao génica do PGC-1a, aumento de 26% (p < 0,05)
(figura 13A), do NRF-1, aumento de 24% (p < 0,05) (figura 13B) e do TFAM,
aumento de 41% (p < 0,05) (figura 13C), quando comparado com as ratas do grupo
Sham-Sed. Estes resultados demonstram, em parte, os potenciais beneficios do
treinamento resistido como uma estratégia alternativa para aumentar a capacidade
oxidativa do cortex cerebral. Além disso, as ratas do grupo Ovx-TR-TRH mostraram
maior expressao do NRF-1 (31%, 32% e 27%; p < 0,05) quando comparado com as

ratas dos grupos Sham-Sed, Ovx-Sed e Ovx-TR, respectivamente.
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Figura 13. Expressdo dos genes da biogénese mitocondrial no cértex. (A)
Coativador 1a do Receptor Gama Ativado pelo Proliferador de Peroxissoma (PGC1-

a); (B) Fator Respiratério Nuclear 1 (NRF-1); (C) Fator de Transcricdo Mitocondrial A
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(TFAM) nos grupos Sham sedentario (Sham-Sed), Sham treinamento resistido
(Sham-TR), ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed), ovariectomizado treinamento
resistido (Ovx-Tr), ovariectomizado sedentario terapia de reposicdo hormonal (Ovx-
Sed-TRH) e ovariectomizado treinamento resistido terapia de reposicdo hormonal
(Ovx-TR-TRH). Valores sdo médias + erro padrdao da média, p < 0,05 (n = 6 por
grupo). *, diferente significativamente de Sham-Sed; #, diferente significativamente

de Ovx-Sed; $, diferente significativamente de Ovx-TR.

4.3.2 Expressao dos genes da biogénese mitocondrial no hipocampo

Os resultados referentes a expressdo dos genes da biogénese
mitocondrial no hipocampo apresentados na figura 14 demonstram que as ratas do
grupo Sham-TR apresentaram expressado génica do PGC-1a 28% maior, do NRF-1
31% maior e do TFAM 29% maior do que as ratas do grupo Sham-Sed (p < 0,05).
Além disso, as ratas do grupo Ovx-Sed demonstraram menor expressao dos genes
da biogénese mitocondrial quando comparado com o grupo Sham-Sed. Esta menor
expressdo foi de 28%, 29% e 20% para os genes PGC-1a, NRF-1 e TFAM,
respectivamente. No entanto, as ratas do grupo Ovx-TR demonstraram expressao
génica do PGC-1a 22% maior do que as ratas do grupo Ovx-Sed (p < 0,05), porém,
32% menor do que as ratas do grupo Sham-TR (p < 0,05). Para a expressao génica
do NRF-1, as ratas do grupo Ovx-TR apresentaram expressao 31% maior do que as
ratas do grupo Ovx-Sed (p < 0,05), e, 29% menor do que as ratas do grupo Sham-
TR (p < 0,05). J& para a expressao génica do TFAM, as ratas do grupo Ovx-TR
demonstraram expressdo 10% maior do que as ratas do grupo Ovx-Sed (p < 0,05),

mas, 32% menor do que as ratas do grupo Sham-TR (p < 0,05). No entanto, néo
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houve diferencas significativas na expressao dos genes PGC-1a, NRF-1 e TFAM
guando os grupos Sham-Sed e Ovx-TR foram comparados, o que pode indicar um
reestabelecimento na expressao desses genes em ratas ovariectomizadas quando
submetidas ao treinamento resistido, aja visto, que todos o0os genes analisados
tiveram uma menor expressao no grupo Ovx-Sed quando comparado com 0 grupo
Sham-Sed, o que pode tornar o treinamento resistido uma estratégia alternativa para
conter os efeitos da menor expressdo dos genes da biogénese mitocondrial
induzidos pela ovariectomia. Por fim, no hipocampo a expressao génica do TFAM foi
30% maior no grupo Ovx-Sed-TRH do que no grupo Ovx-Sed sem diferenca
significativa para o grupo Sham-Sed, o que indica que a expressdo do TFAM foi

restaurada pela terapia de reposicdo hormonal.
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Figura 14. Expressao dos genes da biogénese mitocondrial no hipocampo. (A)
Coativador 1a do Receptor Gama Ativado pelo Proliferador de Peroxissoma (PGC1-

a); (B) Fator Respiratério Nuclear 1 (NRF-1); (C) Fator de Transcricdo Mitocondrial A
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(TFAM) nos grupos Sham sedentario (Sham-Sed), Sham treinamento resistido
(Sham-TR), ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed), ovariectomizado treinamento
resistido (Ovx-Tr), ovariectomizado sedentario terapia de reposicdo hormonal (Ovx-
Sed-TRH) e ovariectomizado treinamento resistido terapia de reposicdo hormonal
(Ovx-TR-TRH). Valores sdo médias + erro padrdo da média, p < 0,05 (n = 6 por
grupo). *, diferente significativamente de Sham-Sed; #, diferente significativamente

de Ovx-Sed; $, diferente significativamente de Ovx-TR.

4.3.3 Expressao dos genes da biogénese mitocondrial no hipotalamo

A andlise por PCR-RT demonstrou que apos 12 semanas de treinamento
resistido as ratas do grupo Sham-TR apresentaram expressao génica do PGC-1a
46% maior, do NRF-1 37% maior e do TFAM 64% maior do que as ratas do grupo
Sham-Sed (p < 0,05). Adicionalmente, a expressao do PGC-1a foi significativamente
maior nos grupos Ovx-Sed e Ovx-TR quando comparados com o grupo Sham-Sed,
a expressdo do NRF-1 foi significativamente maior no grupo Ovx-Sed-TRH do que
no grupo Sham-Sed e a expressdo do TFAM foi significativamente maior nos grupos
Ovx-Sed e Ovx-Sed-TRH quando comparados com o grupo Sham-Sed. Todos o0s

resultados estédo apresentados na figura 15.
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Figura 15. Expressdo dos genes da biogénese mitocondrial no hipotalamo. (A)
Coativador 1a do Receptor Gama Ativado pelo Proliferador de Peroxissoma (PGC1-
a); (B) Fator Respiratério Nuclear 1 (NRF-1); (C) Fator de Transcricdo Mitocondrial A
(TFAM) nos grupos Sham sedentario (Sham-Sed), Sham treinamento resistido
(Sham-TR), ovariectomizado sedentario (Ovx-Sed), ovariectomizado treinamento
resistido (Ovx-Tr), ovariectomizado sedentério terapia de reposi¢cdo hormonal (Ovx-
Sed-TRH) e ovariectomizado treinamento resistido terapia de reposicdo hormonal
(Ovx-TR-TRH). Valores sdo médias + erro padrdo da média, p < 0,05 (n = 6 por

grupo). *, diferente significativamente de Sham-Sed.
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5. DISCUSSAO

Sabe-se que a biogénese mitocondrial ocorre por meio da ativacdo do
PGC-1a, que é uma proteina reguladora de uma variedade de processos
metabalicos incluindo a formacdo de novas mitocondrias nos musculos esqueléticos
e no coracao, e que fatores de transcricdo e replicacdo mitocondrial como o TFAM
tem fundamental importancia nesse processo (Medeiros, 2008; Vifia et al., 2009;
Russel et al., 2013). Embora seja bem estabelecido que o treinamento fisico
aumente a biogénese mitocondrial e a capacidade oxidativa das mitocondrias
musculares, ha poucas pesquisas deste tipo de resposta adaptativa no cérebro.
Para nosso conhecimento este € o primeiro estudo a examinar mudancas na
expressdo génica de moléculas relacionadas com a biogénese mitocondrial em
regides especificas do cérebro de ratas submetidas a ovariectomia, ao treinamento
resistido e a terapia de reposicéo hormonal.

Um dos principais achados do presente estudo foi que as ratas do grupo
Ovx-Sed apresentaram menor expressédo génica do PGC-1a (-28%), do NRF-1 (-
29%) e do TFAM (-20%) no hipocampo do que as ratas do grupo Sham-Sed. Além
disso, esta menor expressdo dos genes reguladores da biogénese mitocondrial foi
completamente normalizada no grupo de ratas ovariectomizadas submetidas ao
treinamento resistido, demonstrando desta maneira, que o treinamento resistido
pode contrabalancar as alteracbes nos padroes de expressao génica cerebral
induzidos pela ovariectomia, restaurando os niveis de expressdo génica das
moléculas chaves relacionadas a biogénese mitocondrial. Adicionalmente, a
expressédo do TFAM também foi restaurada nas ratas submetidas a ovariectomia e a

terapia de reposicdo hormonal, o que de certa forma indica que tanto o treinamento
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resistido quanto a auséncia de estrégeno podem modular a expresséo de proteinas
chaves da biogénese mitocondrial no hipocampo de ratas. Adicionalmente, embora
tenha ocorrido um aumento no hipocampo de 20% na expressao génica do PCG-1a
no grupo de ratas Ovx-Sed-TRH na comparacdo com o grupo Ovx-Sed este
aumento nao foi significativamente diferente, possivelmente por causa do tamanho
da amostra ou do tamanho do erro padréo da média do grupo Ovx-Sed-TRH. Apesar
da diferenca nao ter sido significativa, acreditamos que este resultado possa ter
significado clinico, indicando possiveis efeitos benéficos da terapia de reposicéo
hormonal em reestabelecer a densidade mitocondrial em regides especificas do
cérebro.

Outra contribuicdo do presente estudo € o resultado original de que o
treinamento resistido pode aumentar a expressdo génica dos fatores chaves da
biogénese mitocondrial em diferentes regides do cérebro. A expressao génica do
PGC-1a foi 26% maior no cortex, 28% maior no hipocampo e 46% maior no
hipotalamo das ratas do grupo Sham-TR do que das ratas do grupo Sham-Sed. Do
mesmo modo, a expressdo génica do NRF-1 foi significativamente maior 24%, 31%
e 37% no cortex, hipocampo e hipotalamo, respectivamente, e a expressdao do
TFAM também foi significativamente maior 40%, 29% e 64% nas mesmas regides do
cérebro, respectivamente, nas ratas do grupo Sham-TR quando comparado com o
grupo de ratas Sham-Sed. Estas respostas moleculares sugerem fortemente que o
treinamento resistido aumenta a capacidade oxidativa cerebral, e isto poderia ser um
possivel mecanismo pelo qual o treinamento aumenta a resisténcia a fadiga como
demonstrado no estudo de Steiner et al (2011), que apods oito semanas de

treinamento de endurance houve um aumento de mais de 70% (pré = 74,1 minutos;
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pos = 126,5 minutos) na duracéo do teste de corrida na esteira até a fadiga, sendo
este aumento correlacionado com o aumento da densidade mitocondrial cerebral.

Estes resultados encontrados no presente estudo de diminuicdo da
expressao génica de marcadores chaves da biogénese mitocondrial no hipocampo
de ratas ovariectomizadas e de aumento na expressdo destes marcadores no
cortex, no hipocampo e no hipotdlamo das ratas submetidas ao treinamento
resistido, podem estar associados a capacidade de neurogénese do hipocampo e do
hipotalamo, o que enseja uma modulacdo na biogénese mitocondrial destas
estruturas em funcdo da maior ou menor demanda energética, visto que, estudos
recentes demonstraram que o exercicio fisico € um indutor robusto do aumento da
neurogénese hipocampal (Fabel, Kempermann, 2008; Kannagara et al., 2010;
Kohman et al., 2012) e hipotalamica (Li et al., 2013; Niwa et al., 2015).

Embora o0s mecanismos que estejam interligados a biogénese
mitocondrial possam variar entre os tecidos, o PGC-1a frequentemente funciona
como um regulador chave deste processo, modulando mais de 20% dos genes que
estdo associados com a capacidade oxidativa tecidual (Corton et al., 2004). O PGC-
1a coativa metabolicamente inumeros fatores de transcricdo nucleares e nao
nucleares determinantes para a cascata de eventos que resultard na replicacdo do
DNA mitocondrial e na formacdo de novas mitocondrias (Houten; Auwerx, 2004;
Fink; Kelly, 2006). O PGC-1a é altamente expresso em tecidos com alta demanda
metabdlica e oxidativa, como o tecido adiposo marrom, musculo esquelético e
cérebro, sendo que um de seus principais alvos € promover a coativacao dos fatores
de transcricdo NRF-1 e NRF-2. Sua ativacdo coordena a expressao de genes que
codificam proteinas mitocondriais (Scarpulla, 2002; Scarpulla, 2011). Parte desta

coordenacao inclui a expressdo do TFAM 0 que aumenta 0s niveis e expressao de
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DNA mitocondrial (Kang; Hamasaki, 2005; Scarpulla, 2006). Choi et al. (2001)
demonstraram que os niveis de TFAM sdo proporcionais ao conteudo de DNA
mitocondrial, quando a expressdo do TFAM é diminuida a replicacdo do DNA
mitocondrial também diminui. Portanto, 0 aumento na expressédo génica do TFAM
previne a reducao da expressao proteica desse fator, além de resultar em aumento
na biogénese mitocondrial (Medeiros, 2008).

Estudos anteriores de Cotman e Berchtold (2002), Nybo e Rasmussen
(2003) e Cotman, Berchtold e Christie (2007) demonstraram que um estresse
metabdlico substancial ocorre no cérebro tanto em regides motoras quanto nao
motoras durante o exercicio fisico, sendo este estresse metabdlico semelhante ao
gue ocorre no musculo esquelético durante o exercicio conhecido por estimular a
biogénese mitocondrial muscular. Sendo assim, o exercicio fisico desde décadas ja
€ conhecido como um potente indutor da biogénese mitocondrial no musculo
esquelético (Holloszy; Booth, 1976), no entanto, ha poucas evidéncias que
demonstraram este tipo de adaptacao decorrente do treinamento fisico em regides
especificas do cérebro (Steiner et al., 2011).

A atividade contratil muscular inicia uma série de eventos fisiol6gicos e
bioguimicos que levam a biogénese mitocondrial. A biogénese é iniciada com um
sinal, que tem sua magnitude relacionada com a intensidade e a duracdo do
estimulo contratil. E proposto que o exercicio aerdbio (exercicio de endurance)
provoca um maior estimulo a biogénese da mitocondria do que o exercicio resistido
(Steiner et al., 2011).

A proteina quinase ativada por AMP (AMPK) tem sido implicada neste
processo, pois a mesma monitora a homeostase energética intracelular e é ativada

quando a razdo AMP/ATP aumenta (Hardie, 2011). Condi¢cbes estressantes como
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exercicio, privacao alimentar e disfun¢cées mitocondriais aumentam a atividade desta
molécula (Romanello et al., 2010). Neste sentido, a sobrecarga energética imposta
pelo exercicio aumenta a razdo AMP/ATP o que ativa a AMPK que pode resultar na
proliferacdo mitocondrial (Chabi et al., 2005). Drogas que ativam a AMPK também
resultam em biogénese mitocondrial.

Steiner et al. (2011) sugerem que o exercicio fisico independente de sua
natureza, resistido ou de endurance, estimula vias moleculares semelhantes no
cérebro e no musculo, o que torna provavel gue estes fatores também estejam
envolvidos na biogénese mitocondrial no cérebro.

Um aumento na biogénese mitocondrial induzido pelo exercicio fisico
também pode ter implicagdes importantes em varias doencas neurologicas em que a
disfuncdo mitocondrial € uma caracteristica marcante, incluindo disturbios
psiquiatricos, doencas genéticas e neurodegenerativas (Finsterer, 2006; Lin and
Beal, 2006; Rezin et al. 2009). O estudo de St-Pierre et al. (2006) com ratos
nocautes para PGC-1a demonstrou que os animais nocautes apresentaram maior
sensibilidade a neurodegeneracdo do que os animais do grupo controle, o que
demonstra um papel importante do PGC-1a na etiologia das desordens
neurodegenerativas associadas com a idade, tal como a doencga de Alzheimer.

Estudos com ratos nocautes para PGC-1a também demonstraram
alteracBes histolégicas e fisioldgicas no sistema nervoso central e alteracdes
comportamentais no grupo de ratos nocautes (Lin et al., 2004; Leone et al., 2005; St-
Pierre et al. 2006). Além disso, estudos com ratos envelhecidos sugerem que o
treinamento fisico pode atenuar o declinio relativo a idade na fungdo mitocondrial
(Navarro et al., 2004; Navarro and Boveris, 2007; Boveris and Navarro, 2008; Marton

et al. 2010). Estes resultados fornecem uma base bioldgica para o uso do exercicio
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como intervencdo de prevencdo e ou tratamento de doencas neurologicas que
podem ser caracterizadas por uma disfuncao mitocondrial.

A expressdo do PGC-1a é alta em tecidos com alta demanda oxidativa,
como no musculo esquelético, especialmente nas fibras musculares de contracéao
lenta, fibras oxidativas. Estudos com ratos demonstraram que tanto o exercicio
aerobio agudo quanto o treinamento aerdbio crénico aumenta a expressédo do PGC-
1a (Baar et al., 2002; Taylor et al., 2005; Terada et al., 2005). Estudos com humanos
também demonstraram que a expressdo do PGC-1a € aumentada apds exercicio
aerobio agudo ou apoés treinamento aerobio crénico (Pilegaard et al., 2003; Russell
et al.,, 2003), e, indicaram que a expressdo génica do PGC-1a apds treinamento
aerobio € maior nas fibras musculares do tipo lla do que nas demais fibras
musculares (Russell et al., 2003).

Embora os eventos de sinalizacdo upstream envolvidos na ativacado da
expressdo do PGC-1a subsequente ao exercicio agudo ou ao treinamento nao
estejam bem definidos, varios caminhos tém sido implicados nesta cascata de
sinalizagdo que culminard no aumento da expressdo do PGC-1a. Caminhos
dependentes e modulados pela proteina calcineurina A e pela proteina quinase
dependente de célcio calmodulina (CaMK) estao envolvidas na transcricdo génica do
PGC-1a por meio da ativacdo do myocyte enhancer fator-2 (MEF-2) (Czubryt et al.,
2003; Schaeffer et al., 2004). Recentemente, as vias da p38 MAPK e da AMPK,
também tem sido implicadas na regulacdo da expressdo do PGC-1a no musculo
esquelético apos o exercicio (Akimoto et al., 2005).

Por outro lado, estudos que demonstram o papel do PGC-1a, do NRF-1 e
do TFAM na biogénese mitocondrial no cérebro séo limitados. O estudo de Wareski

(2009) é um dos poucos trabalhos que investigaram o controle da biogénese
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mitocondrial em diferentes regides do cérebro, demonstrando que a expressao
aumentada do PGC-1a em células neuronais do coértex, do mesencéfalo e do
cerebelo foi associada a um aumento na densidade mitocondrial. Do mesmo modo,
evidéncias que demonstrem o papel do Silent Information Regulator T1 (SIRT1) na
biogénese mitocondrial no cérebro séo limitadas. O SIRT1 também € um importante
fator determinante da biogénese mitocondrial nos tecidos, pois 0 mesmo interage
fisicamente, promove a desacetilacdo e ativacdo do PGC-1a. Wareski et al. (2009)
demonstraram que a superexpressao do SIRT1 levou a um aumento na densidade
mitocondrial mediado pela ativacdo do PGC-1a em neurénios do coértex cerebral.

Com base na literatura levantada e nos resultados do presente estudo,
sugerimos que as mesmas vias moleculares envolvidas na modulacdo da biogénese
mitocondrial do musculo esquelético possam ser moduladas no cérebro pela
ovariectomia, pelo treinamento resistido e pela terapia de reposicdo hormonal. No
entanto, estas especulacfes estdo limitadas as regides especificas do cérebro
investigadas no presente estudo (cortex, hipocampo e hipotalamo).

Segundo Brinton (2008 e 2009) o estrégeno demostrou ser um importante
regulador do balanco energético cerebral, por modular o transporte de glicose
através da membrana celular neuronal, a glicolise, o ciclo do &cido tricarboxilico, a
fosforilacdo oxidativa e consequentemente a producdo de adenosina trifosfato
(ATP), sendo que na auséncia de estrébgeno tais processos poderiam ser
desalinhados, o que poderia resultar numa demanda maior do que a oferta. O
estrogeno exerce seus efeitos bioldégicos por meio da interacdo com 0s receptores
para estrogeno do tipo a (ERa) e do tipo B (ERB), os quais sdo amplamente
distribuidos pelo cérebro, apresentando uma alta densidade em algumas estruturas

cerebrais, como: cortex, hipotdlamo, hipocampo e amigdala (Mitterling et al., 2010;
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Brinton, 2009). Adicionalmente, Rettberg et al. (2014), afirmaram que durante a
menopausa ocorre um declinio nos niveis de estrogeno circulante o qual é
coincidente com um declinio na capacidade de ressintese oxidativa de ATP, o0 que
muda o fendtipo tecidual cerebral para um fenétipo metabolicamente comprometido.

Yao et al. (2012), demonstraram que a deplecédo dos hormoénios ovarianos
por meio da ovariectomia diminuiu significativamente a capacidade de ressintese de
ATP cerebral (bioenergética cerebral) e induziu uma disfuncdo mitocondrial e
estresse oxidativo. No entanto, ratas ovariectomizadas tratadas com 17(3-estradiol
demonstraram reversdo no quadro de disfuncdo mitocondrial, reestabelecimento da
bioenergética cerebral e diminuicdo do estresse oxidativo. Entretanto, como ja
mencionado a existéncia da associacdo da disfuncdo mitocondrial com doencas
neurodegenerativas. Yao e Brinton (2012), em ensaios clinicos, apontam que
neurénios de mulheres tratadas com estrégeno antes da exposicdo ao insulto
neurodegenerativo evita a morte neuronal. Em contraste, exposicdo ao estrégeno
seguinte ao insulto neurodegenerativo pode resultar em apoptose neuroldgica
exacerbada, possivelmente, decorrente de uma diminuicAo na densidade
mitocondrial cerebral o que ocasiona uma perturbacdo no fluxo homeostéatico do
calcio entre os compartimentos celulares.

No entanto, o presente estudo é o primeiro a demonstrar que a
ovariectomia resultou na diminuicdo da expresséo dos fatores chaves da biogénese
mitocondrial (PGC-1a, NRF-1 e TFAM) no hipocampo, diminuicdo que foi totalmente
restaurada pelo treinamento resistido e parcialmente pela terapia de reposicao
hormonal, e, que a expressédo de todos os fatores chaves da biogénese mitocondrial
foram aumentadas nas ratas do grupo Sham-TR. Resultados semelhantes a estes

foram encontrados no estudo de Steiner et al. (2011) que demonstraram aumentos
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de duas vezes na expressdo do RNAm do SIRT1, de trés vezes do PGC-1q, de
aproximadamente duas vezes na expressdo da enzima citrato sintase (CS) e
aumento de aproximadamente trés vezes no conteudo de DNA mitocondrial em
regides especificas do cérebro (tronco cerebral, cerebelo, mesencéfalo, cortex l6bulo
frontal, hipocampo e hipotdlamo) de ratos submetidos a oito semanas de
treinamento em esteira rolante. Adicionalmente, Steiner et al. (2011) também
demonstraram que o aumento na expressdo do RNAm do SIRT1, do PGC-1a e da
CS nas estruturas cerebrais investigadas foi proporcional ao aumento na expressao
dos mesmos marcadores no musculo so6leo dos animais submetidos ao treinamento,
e que o aumento no conteuddo de DNA mitocondrial nas estruturas cerebrais
investigadas, principalmente no cortex Iébulo frontal, também foi semelhante ao
aumento encontrado no musculo séleo, o que reforca a hipétese de que o estresse
fisiolégico proporcionado pelo exercicio fisico afeta de forma semelhante o musculo
esquelético e diferentes estruturas cerebrais, pelo menos, no que diz respeito a
expressao dos marcadores da biogénese mitocondrial.

No entanto, o presente estudo mostra resultados originais de que as
mudancas induzidas pela ovariectomia na expressdo de genes envolvidos com a
biogénese mitocondrial no hipocampo podem ser restauradas por meio do
treinamento resistido e parcialmente pela terapia de reposicdo hormonal e que o
treinamento resistido pode aumentar a expressdo destes genes no coértex, no
hipocampo e no hipotalamo, o que faz suscitar novas abordagens em relacdo ao
treinamento resistido, e, em seu emprego como estratégia alternativa de prevencéo
de doencas neurodegenerativas que possuem sua génese associada com a
diminuicdo na densidade mitocondrial cerebral.

A figura 16 resume o0 exposto acima.
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Exercicio
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Figura 16. Representacdo esquematica dos possiveis efeitos da ovariectomia e do

treinamento resistido sobre a fungdo mitocondrial cerebral.
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6. CONCLUSAO

A deficiéncia dos hormdnios ovarianos proporcionado pela Ovx altera a
expressao de genes que favorecem o desenvolvimento de um fenétipo de disfuncéo
mitocondrial cerebral, observado em nosso estudo principalmente no hipocampo.
Estas alteracdes podem ser restauradas parcialmente pelo treinamento resistido e
pela terapia de reposicdo hormonal, sendo que o0s animais do grupo sham
treinamento resistido apresentou maior expressdao de todos os genes analisados
qgquando comparado com o0 grupo sham sedentario, o que faz suscitar novas
abordagens de recomendacdo em relacdo ao treinamento resistido, e, em seu
emprego como estratégia alternativa de prevencéo de doencas neurodegenerativas
gue possuem sua génese associada com a diminuicdo na densidade mitocondrial

cerebral.
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RESISTANCE TRAINING INCREASE GENE EXPRESSION OF BIOMARKERS
- TO MITOCHONDRIAL BIOGENESIS IN BRAIN OF OVARIECTOMIZED RATS

. Mateus M. Domingos, Marina R. Barbosa, Maria F.C. Rodrigues, Fabiano C. Ferreira, Markus V.C. Souza, Luciane
M. Tomaz, Gustavo H.R. Canevazzi, Natalia S. Silva, Cristiani G. Lagoeiro, Fernanda Danieli, Gilberto E. Shigue-
Department of Physiological Sciences, Federal University of Sao Carlos.
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Purpose: to mvestigate the effects of ovariectomy
(Ovx), resistance tramning (RT) and hormone replace-
ment therapy (HRT) on markers of MB (mRNA ex-
pression of PGC-la, NRF-1, and TFAM) in specific
brain regions, cortex (CX), hippocampus (HC), and
hypothalamus (HT) in rats. Methods:
Dawley adult female rats were grouped into six

sprague-

groups (n = 6 per group): (I) sham-operated seden-
tary (Sham-Sed); (II) Ovx-Sed; (IT) Sham-RT: (IV)
Ovx-RT; (V) Ovx-Sed-HRT and (VI) Ovx-RT-HRT.
The animals i HRT groups received subcutaneously
implanted silastic capsules with a solution of 180 pg
17B-estradiol/mL sunflower oil. A 12-week RT peri-
od, during which the animals climbed a 1.1-m verti-
cal ladder with weights attached to their tails, was
used. The sessions were performed once every 3
days. with 4-9 climbs and 8-12 dynamic movements
per climb. Gene expression was analyzed by RT-PCR
by the AACt method.

Material and Methods

Sed RT Sed-HRT RT-HRT
LR | (n=6) H (n=6) || In=6) ] (n=6)
Resistance Training HRT
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Results
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Expression of genes associated with mitochondrial biogenesis measured in the cortex. (1), hippocam-
pus (2) and hypothalamms (3). mBENA expression of peronisome proliferator-activated receptor-y co-
activator (PGC-1a) (A), puclear respiratory fator-1 (NEF-1) (B), and manscription fator A, mitechon-
drial (TFAM) mPNA abundance (C) in Sham-Sed, Sham-RT, Ovs-Sed, Ovs-ET, Ovs-5ed-HET and
Cwvs-RT-HET groups. Values are presented by means + SEM; p < 0.05 (n= 6 each group). *, statist-
cally significant difference compared with Sham-5ed, &, compared with Sham-RT, #, compared with
Orm-Sed; §, compared with Owe-BT.
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Conclusion

These findings suggest that OVX decreases brain MB, in our
data observed 1 HC, and RT increases bram MB, which may
have important implications with respect to varmous central
nervous system diseases and age-related dementia that are of-
ten characterized by mitochondrial dysfunction.
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