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RESUMO

A menopausa é um processo fisiologico associado a mudancas fisiologicas que
levam ao aumento da incidéncia de algumas doencas como diabetes mellittus, doencas
cardiovasculares e doencas neurodegenerativas. O processo apoptético é essencial para a
manutencdo e desenvolvimento dos tecidos. Entretanto, a exacerbacdo desse processo pode
levar ao aumento de morte neuronal em doencas neurodegenerativas. Objetivo: Investigar 0s
efeitos do treinamento resistido e da reposicdo de 17p-estradiol na modulacdo de p-AKT e
PARP-1 clivada, proteinas envolvidas no processo apoptoético, no hipocampo de ratas
ovariectomizadas. Metodologia: 66 ratas Holtzman foram randomicamente distribuidas em
seis grupos experimentais: 1) Sham operado Sedentario (Sham-Sed); 2) Sham operado
Treinamento Resistido (Sham-TR); 3) Ovariectomizado Sedentario (Ovx-Sed); 4)
Ovariectomizado Treinamento Resistido (Ovx-TR); 5) Ovariectomizado Sedentario com
Reposigdo de 17p-estradiol (Ovx-Sed-RE); 6) Ovariectomizado Treinamento Resistido com
Reposigédo de 17p-estradiol (Ovx-TR-RE). O protocolo de TR exigiu dos animais a escalada
vertical em escada de 1,1 m com pesos atados as suas caudas. Cada sessdo consistiu de 4 a 9
escaladas, com intervalo de 2 minutos entre as escaladas. As sessdes foram realizadas uma
vez a cada trés dias durante 12 semanas. O conteldo proteico de p-AKT e PARP-1 clivada
foram analisados por Western Blotting e as concentracbes de 17B-estradiol foram
determinadas por ELISA. Resultados: Os nossos resultados indicam que os grupos Ovx-TR
e Ovx-TR-RE apresentaram menor conteido proteico de PARP-1 clivada comparados aos
grupos Ovx-Sed e Ovx-Sed-RE respectivamente, e maior conteldo proteico de p-AKT
comparados ao grupo Ovx-Sed no hipocampo. Concluséo: Os resultados do presente estudo
mostram que o treinamento resistido realizado por 12 semanas, com ou sem RE, pode ser uma
intervencdo efetiva para promover maior conteudo proteico de p-AKT associado a via de
sobrevivéncia celular e menor conteddo proteico de PARP-1 clivada associada a via de

apoptose.

Palavras-chave: Ovariectomia.17p-estradiol. Treinamento Resistido. p-AKT. PARP-1 clivada.



ABSTRACT

Menopause is a physiological process associated with physiological changes that lead to
increased incidence of some diseases such as sarcopenia, cardiovascular disease, diabetes
mellitus and neurodegenerative diseases. Apoptotic process is essential for the maintenance
and development of tissues. However, exacerbation of this process can lead increase to
neuronal death in neurodegenerative diseases. Objective: To investigate the effects of
resistance training and 17B-estradiol replacement on the modulation of p-AKT and cleaved
PARP-1, proteins envolved in apoptotic process, in the hippocampus of ovariectomized rats.
Methods: 66 female rats Holtzman were randomly divided into six groups: 1) Sham operated
Sedentary (Sham-Sed); 2) Sham operated Resistance Training (Sham-RT); 3) Ovariectomized
Sedentary (Ovx-Sed); 4) Ovariectomized Resistance Training (Ovx-RT); 5) Ovariectomized
Sedentary with 17B-estradiol Replacement (Ovx-Sed-ER); 6) Ovariectomized Resistance
Training with 17p-estradiol Replacement (Ovx-RT-ER). The RT protocol required the
animals to climb a 1.1 m-long vertical ladder with weights attached to their tails. Each session
consisted of 4 to 9 climbs with 2 minutes interval between climbing, performed once every
three days for 12 weeks. Protein content of p-AKT and cleaved PARP-1 were analyzed by
Western Blotting and concentrations of 17p-estradiol were determined by ELISA. Results:
Our results indicate that Ovx-RT groups and Ovx-RT-ER had lower protein content of
cleaved PARP-1 compared to Ovx-Sed groups and Ovx-Sed-ER respectively and higher
protein content of p-AKT compared to the group Ovx-Sed in the hippocampus. Conclusion:
The results of this study show that resistance training performed for 12 weeks, with or without
ER may be an effective intervention to promote greater protein content of p-AKT associated
with the pathway of cell survival and lower protein content PARP-1 cleaved associated with

apoptosis pathway.

Keywords: Ovariectomy. 17p-estradiol. Resistance Training. p-AKT. Cleaved PARP-1.
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1 INTRODUCAO

A menopausa € um processo fisiologico que ocorre em mulheres entre os 45 e
55 anos de idade que esté relacionado com a cessacdo da menstruacdo e o fim da fertilidade
devido a reducdo das fungdes dos foliculos ovarianos (STOJANOUSKA et al., 2014) e dos
niveis de estrogénio (SOULES et al., 2001). A reducdo dos niveis de estrogénio estd
associada a mudancas fisioldgicas que levam ao aumento da incidéncia de algumas doencas
como diabetes mellitus (BRAND et al., 2013) e doencas cardiovasculares (THOM et al.,
2006). Além disso, esta associada a patogénese de algumas doengas neurodegenerativas como
doenca de Alzheimer e isquemia cerebral (HENDERSON, 2006) promovendo perdas de
memoria e reducdo na qualidade de vida das mulheres pds-menopausicas (COKER et al.,
2010).

Dentre as areas cerebrais fortemente influenciadas pelo estrogénio estd o
hipocampo, responsavel pelas funcdes cognitivas incluindo memaria e aprendizagem (KIM et
al., 2016). A reducdo dos niveis de estrogénio em mulheres pds-menopausicas diminui a
ativagdo hipocampal aumentando a suscetibilidade de distdrbios do sistema nervoso central e
déficit cognitivo (WISE, 2003). Por outro lado, a ativacdo hipocampal pela a¢do do estrogénio
leva a0 aumento da neurogénese, ativacao de fatores neurotréficos e inibicdo de apoptose pelo
aumento dos niveis de proteinas anti-apoptéticas ou repressao dos niveis de proteinas pro-
apoptoticas (KIM et al., 2016).

A apoptose, conhecida como morte celular programada, € um processo
essencial para a manutencdo e desenvolvimento de todos os tecidos incluindo o sistema
nervoso central (OKOUCHI et al., 2007). Entretanto, o processo aumentado de apoptose tem
sido relatado como um possivel mecanismo de morte neuronal associado as doencas
neurodegenerativas (KANAZAWA, 2001). Estudos descrevem duas vias apoptoéticas
principais: a via extrinseca ou receptor de morte iniciada pela ativacdo de receptores na
membrana plasmatica como Fator de Necrose Tumoral (TNF), Fas Ligante (FasL) e ligante
indutor de apoptose relacionado ao TNF (BOATRIGHT et al., 2003); e a via intrinseca ou via
mitocondrial iniciada pela liberacdo de citocromo-C (KAUFMANN e HENGARTNER,
2001). Ambas convergem para a clivagem de caspase-3, conhecida como proteina efetora no
processo apoptotico que promove a desintegracdo da estrutura celular através da clivagem de
proteinas especificas (TAYLOR et al., 2008). Dentre as proteinas alvo clivadas por caspase 3
clivada estd a Poly ADP-Ribose Polymerase-1 (PARP-1) (STANOJILOVICET et al., 2015),

uma proteina nuclear que desempenha um importante papel na manutencdo da integridade
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gendmica e na fungdo celular pelo reparo no DNA na presenca de estimulos estressores
(LUBBERS et al., 2010) (Figura 1).

FIGURA 1. Vias extrinseca e intrinseca da apoptose (Retirado de Yuan et al, 2012)
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A presenca do estrogénio promove grande estabilidade na conexdo entre o
receptor de estrogénio e PARP-1. Com isso, 0 estrogénio reduz a clivagem de PARP-1 e,
consequentemente, aumenta a habilidade da PARP-1 de reconhecer os danos no DNA
potencializando sua funcdo de reparo (MABLEY et al., 2005). Além de sua funcdo
reparadora, a PARP-1 também esta envolvida no processo apoptético quando proteolisada
pelas caspases em fragmentos cataliticos (LUO e KRAUS, 2012). A auséncia do estrogénio
enfraquece a ligacdo entre o receptor de estrogénio e PARP-1 impedindo que PARP-1
reconheca os pontos de quebra do DNA. Com isso, PARP-1 é ativada por clivagem
aumentando sua participacdo no processo apoptotico (MABLEY et al., 2005).

Com o intuito de amenizar os sintomas promovidos pela menopausa,
estratégias como a terapia de reposicdo hormonal e o exercicio tem sido investigados. A
terapia de reposicdo hormonal (TRH) tem sido utilizada como uma estratégia farmacoldgica

para a reducdo dos sintomas da menopausa (SIEBERT et al., 2014). Estudos sugerem que a
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utilizacdo do estrogénio na TRH pode levar a efeitos positivos na fungdo cognitiva tanto em
ratas (TAKUMA et al., 2007) quanto em mulheres pds-menopéusicas (LIU et al., 2009).
Entretanto, tem sido mostrado que o tempo de exposicdo a TRH pode levar ao
desenvolvimento de alguns tipos de canceres como cancer de mama e cancer endometrial
(ZUCCHETTO et al., 2009).

Alguns autores evidenciam o exercicio fisico como estratégia ndo
farmacologica para prevenir e amenizar os efeitos negativos da menopausa (LU et al., 2014;
MAROSI et al., 2012). Kim et al. (2010) verificaram beneficios do treinamento de endurance
no remodelamento e manutencdo do tecido neural pelo aumento na expressédo de fatores
neurotréficos e inibicdo de apoptose. O aumento dos fatores neurotréficos promovidos pelo
exercicio ativam a enzima fosfatidilinositol-3-quinase (P13-K), que ativa AKT (também
conhecida como proteina quinase B) por fosforilacdo na serina 473 reduzindo a atividade de
efetores apoptéticos (PLUM et al., 2005). A maior ativacdo dessa via estd relacionada a
sobrevivéncia, manutencéo e excitabilidade neuronal (TORRES ALEMAN, 2010) (Figura 2).

FIGURA 2. Via de sinalizacdo BDNF/PI3-K/AKT (Adaptado de Alam et al., 2016)
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Apesar dos beneficios do treinamento de endurance, estudos indicam a
efetividade do Treinamento Resistido (TR) na melhoria de alguns pardmetros como forca,
massa 0ssea e massa muscular (BARRY e CARSON, 2004). Com isso, o TR tem sido
recomendado como estratégia ndo farmacologica na menopausa considerando que influencia
na reducdo e atenuacdo de muitas alteracfes envolvidas nesse periodo como a sarcopenia,
resisténcia a insulina e inflamacdo (LEITE et al., 2010).

Em estudos com ratas, a menopausa € mimetizada pela técnica de ovariectomia
caracterizada pela remocao dos ovarios (QU et al., 2013). Essa técnica é amplamente utilizada
em modelos animais para melhor entendimento dos efeitos da redugdo dos niveis de
estrogénio nos diversos sistemas.

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que a reducdo dos
niveis de estrogénio em ratas ovariectomizadas promoveu efeitos como acumulo de gordura
corporal (LEITE et al., 2009), aumento de gordura no figado (TOMAZ et al., 2016), além da
reducdo da matriz metaloproteinase 2 (MMP-2) no musculo esquelético (PEREIRA et al.,
2010) e que esses efeitos foram menos expressivos nos animais submetidos a um programa de
12 semanas de TR. Apesar disso, estudos dos efeitos desse treinamento sobre biomarcadores
de apoptose no hipocampo, em ratas ovariectomizadas, ndo sdo apresentados.

Sendo assim, uma vez que a reducdo dos niveis de estrogénio pode levar com
maior suscetibilidade ao aumento do processo apoptético no hipocampo, diferentes estratégias
devem ser investigadas com o intuito de minimizar os efeitos negativos promovidos pela

menopausa.

2 OBJETIVO

Investigar os efeitos do treinamento resistido e da reposicdo de 17p-estradiol na
modulacéo de p-AKT e PARP-1 clivada no hipocampo de ratas ovariectomizadas.

3 HIPOTESES

- O TR apds 12 semanas e a RE seriam estratégias de intervencao eficazes para
promover maior contetido proteico de p-AKT e menor conteudo proteico de PARP-1 clivada

em relacédo ao grupo Ovariectomizado Sedentario;
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- A associagdo do TR com a RE seria uma estratégia de intervencdo mais eficaz
que o TR e a RE isoladamente em promover maior conteudo proteico de p-AKT e menor

conteudo proteico de PARP-1 clivada em relacdo ao grupo Ovariectomizado Sedentario.

4 METODOLOGIA

4.1 Animais e condigdes experimentais

Nesse estudo foram utilizadas 66 ratas Holtzman, adultas, obtidas do biotério
da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus Araraquara. Os animais,
durante o periodo experimental, foram mantidos em gaiolas coletivas (quatro animais por
gaiola) no biotério do laboratério de Fisiologia do Exercicio do Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas (DCF) da Universidade Federal de Sdo Carlos. O ambiente foi controlado por
ciclo reverso de iluminacdo (20h-08h claro; 08h-20h escuro) e mantido sob condicGes
constantes de temperatura (22 £ 2 °C). Os animais receberam dieta e oferta de agua ad
libitum. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSCar -
CEUA (protocolo n°. 005/2013). Os procedimentos com os animais foram realizados de
acordo com as instrucdes do Guia para Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio (National
Research Council, 1996).

4.2 Grupos Experimentais

Apos trés semanas em condicdo de aclimatagdo, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em seis grupos experimentais: 1) Sham operado Sedentario (Sham-Sed); 2)
Sham operado Treinamento Resistido (Sham-TR); 3) Ovariectomizado Sedentario (Ovx-Sed);
4) Ovariectomizado Treinamento Resistido (Ovx-TR); 5) Ovariectomizado Sedentario com
Reposicdo de 17p-estradiol (Ovx-Sed-RE); 6) Ovariectomizado Treinamento Resistido com
Reposicao de 17p-estradiol (Ovx-TR-RE) (Figura 3).
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FIGURA 3. Organograma dos grupos experimentais

Ovx-TR-RE

Sham-Sed Sham-TR Ovx-Sed Ovx-TR

n=11 n=11 n=11 n=11 n=11

Ovx-Sed-RE
n=11

4.3 Procedimentos Cirurgicos

Os animais dos grupos Ovx e Sham foram submetidos aos procedimentos
cirurgicos ap6s alcancarem 2509 de massa corporal, de acordo com a técnica proposta por
Kalu (1991).

Durante os procedimentos da ovariectomia, 0s animais foram mantidos sob
efeito anestésico de Ketamina-Xilazina (61,5-7,6 mg/kg, via intraperitoneal). Os animais dos
grupos Ovx (Sed, TR, Sed-RE e TR-RE) foram submetidos a cirurgia bilateral de remocéo
dos ovérios. Primeiramente, foi realizada uma pequena inciséo bilateral (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. A cavidade peritoneal foi aberta e feita uma ligadura abaixo da fimbria.
Os ovarios foram removidos e, em seguida, a pele e masculos foram suturados. Os animais
dos grupos Sham (Sed e TR) foram submetidos aos mesmos procedimentos cirdrgicos de
ovariectomia, porém sem a remocao dos ovarios. Na cirurgia Sham os ovarios foram expostos
e devolvidos ao local de origem.

Para o implante das capsulas silasticas na reposicdo de 17p-estradiol, 0s
animais foram mantidos sob efeito anestésico de Ketamina-Xilazina (61,5-7,6 mg/kg, via
intraperitoneal). A implantacgéo da capsula foi feita através de uma inciséo de 0,5 cm no dorso
dos animais com o auxilio de uma pinga. Apds a incisdo foi realizada a sutura. Todos 0s
animais tiveram o mesmo tempo de exposicao para 0s procedimentos cirurgicos até a data da

eutanasia (92 dias).
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4.4 Reposicdo de 17p-estradiol (RE)

Apo6s uma semana dos procedimentos cirlrgicos da ovariectomia, 0s animais
dos grupos RE (Sed e TR) receberam o implante de capsulas silasticas com uma solucgéo de
0leo-17p-estradiol (via subcutéanea) de acordo com a técnica descrita por Strom et al. (2008).
Apos sete semanas dos procedimentos cirurgicos da ovariectomia, novas capsulas silasticas
contendo solugdo de Oleo-17p-estradiol foram reimplantadas (via subcutanea). As cépsulas
silasticas sdo segmentos de 30mm de tubo de silastic (didmetro interno/externo 1,02/2,16mm).
O veiculo utilizado foi solucdo com o horménio 17p-estradiol (5% - 50mg/ml). Com auxilio
de uma régua foram cortados véarios pedacos da canula de silastic formando-se capsulas de 1,5
cm. Em cada capsula foram pipetados 10ul da solugdo com horménio. Os dois lados das
capsulas foram selados com cola silastic e as capsulas foram armazenadas durante 24 h para
secagem. ApoOs a secagem, as capsulas foram mantidas em solucéo fisioldgica (salina, 0,9%)
por 2h antes de serem implantadas nos animais.

Os animais treinados (Sham e Ovx) realizaram 12 semanas de Treinamento

Resistido e foram eutanasiados ap6s 48 horas da ultima sessao de treinamento (Figura 4).

FIGURA 4. Delineamento experimental
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45 TREINAMENTO RESISTIDO (TR)

4.5.1 Aparatos de treinamento

Para a escalada dos animais foi utilizada uma escada vertical (1,1 x 0,18 m,
degraus de 2 cm, inclinacdo de 80°) com uma gaiola de dimensdes 20 x 20 x 20 cm proposta
por Hornberger e Farrar (2004) (Figura 5). Como carga de carregamento foram utilizados
tubos falcon com chumbada de pesca atados com fita auto-adesiva a porgdo proximal da
cauda dos animais (Figura 6).

FIGURA 5. Dimens0es da escada utilizada

FIGURA 6. Aparato da carga de carregamento fixado na cauda do animal
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4.5.2 Familiarizagdo ao treinamento

Com o aparato fixado a cauda, os animais foram colocados na parte inferior da
escada e familiarizados com a escalada. Quando necessario, um estimulo com os dedos em
movimento de pingar foi aplicado na cauda do animal para iniciar o0 movimento de escalada.
No topo da escada os animais alcangcaram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansaram
durante 2 minutos. Este procedimento foi repetido até que os animais conseguissem escalar

voluntariamente a escada por trés vezes consecutivas sem a aplicacdo do estimulo.

4.5.3 Determinacdo da Carga Maxima de Carregamento

Trés dias ap6s a familiarizacdo, a determinacdo da carga maxima de
carregamento foi iniciada com uma primeira escalada onde o animal deveria carregar uma
carga de 75% da sua massa corporal. Ap6s 2 minutos de recuperacgdo, a segunda escalada foi
realizada com a adicdo de um peso de 30g. Este acréscimo de 30g foi repetido nas escaladas
subsequentes até uma carga na qual o animal ndo conseguisse escalar toda a escada mesmo
apos trés estimulos sucessivos na cauda. A maior carga carregada por toda a escada foi

considerada como a capacidade maxima de carregamento do animal (Figura 7).

FIGURA 7. Determinagdo da carga maxima de carregamento
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4.5.4 Sessoes de Treinamento

As sessOes de treinamento foram realizadas a cada trés dias e consistiram de
quatro escaladas na escada com 50%, 75%, 90% e 100% da capacidade maxima de
carregamento do animal determinada na sessdo anterior. A partir da quinta até a nona escalada
foram adicionados 30g até uma nova capacidade maxima de carregamento ser determinada
(Figura 8). Esta padronizagdo de sesses de treinamento foi realizada durante 12 semanas,
totalizando 27 sessdes de Treinamento Resistido. Esse protocolo de treinamento foi adaptado
de Hornberger e Farrar (2004).

FIGURA 8. Organizacdo da carga de carregamento por sessao de treino
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46 CONTROLE DA INGESTAO ALIMENTAR E DA MASSA CORPORAL

A ingestdo alimentar (gramas de racdo consumida por gaiola) foi controlada
diariamente sempre no mesmo horéario do dia. A massa corporal foi verificada as segundas,

quartas e sextas-feiras, sempre no mesmo horério. Esses procedimentos foram realizados
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durante todo o periodo experimental. Esses pardmetros foram realizados para identificar
possiveis alteragdes causadas pelas diferentes intervencdes.

4.7 EUTANASIA DOS ANIMAIS E RETIRADA DOS TECIDOS

Ao término do periodo experimental os animais foram eutanasiados por
decapitacdo. Os grupos treinados foram eutanasiados 48 horas apds a Gltima sessdo de treino
para evitar possiveis efeitos agudos do TR nas diferentes intervengdes. Os grupos Sham foram
eutanasiados no mesmo periodo. Os hipocampos foram imediatamente coletados, congelados

em nitrogénio liquido e estocados em freezer -80°C para a realizacao das analises.

48 DETERMINACAO POR ELISA DA CONCENTRACAO DE 178-ESTRADIOL
NO SORO

O sangue foi coletado apos a eutanasia dos animais e o soro foi separado por
meio de centrifugagdo (3000 rpm por 10 minuto em 4°C). O sobrenadante foi coletado e
armazenado a -20°C. A dosagem de 17p-estradiol foi realizada por ELISA por meio do Kit
comercial de acordo com as especificacdes do fabricante (ADI-900-174, Enzo Life Sciences,
Farmingdale, Nem York, EUA). A sensibilidade do ensaio foi de 10 pg/mL. Todas as amostras
foram testadas em duplicata. A quantificacdo foi dada em relacdo a curva padrdo com a
utilizacdo do modelo de regressdo ndo linear de quatro parametros logistica (4PL), analise

comumente utilizada em ensaios bioldgicos ou imunoensaios, como ELISA.

4.9 WESTERN BLOTTING: ANALISE DO CONTEUDO PROTEICO
4.9.1 Homogeneizagao da amostra para Western Blotting

Os hipocampos foram homogeneizados mecanicamente com aparelho
Kinematica Polytron® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) em tubos
mantidos em gelo com tamp&o contendo inibidores de proteases (aprotinina 0,01 mg/mL;

PMSF 2 mM) e inibidores de fosfatases (ortovanadato de sddio, 100 mM; pirofosfato de
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sodio, 10 mM; Fluoreto de sédio, 10 mM) e centrifugados (2 minutos, 100 rpm; 4°C). Apds a
centrifugacgdo, os homogenatos foram recuperados em tubos de eppendorf.

4.9.2 Determinacao da concentracao de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de Smith
(SMITH et al., 1985). O método proposto também é conhecido por método do &cido
bicinconinico (BCA 4,4-dicarboxi-2,2'- biquinolina) e baseia-se na reacdo de cobre com
proteinas, em meio alcalino, produzindo cobre e formando um complexo com o BCA, que

absorve fortemente na regido de 560 nm.

4.9.3 Tratamento das amostras e separa¢do das proteinas por eletroforese

As aliquotas do lisado de células foram ressuspendidas em tampdo de amostra
Laemmli (Glicerol 50%, Tris 312,5mM (pH 6,8), DTT 250mM, SDS 10%, Azul Bromofenol
0,05%) na proporcdo de 1:4 e as proteinas (50ug) fracionadas por SDS-PAGE (12%). As
proteinas fracionadas foram transferidas para membranas de nitrocelulose utilizando tampao
de transferéncia (Tris-HCI- 25 mM, glicina - 192 mM e metanol — 20%) e tensdo de 100V. A
transferéncia foi realizada no sistema Umido durante uma hora e meia. Para avaliacdo das
membranas foi realizada a incubacdo com Ponceau-S (100mg de Ponceau e 0,5ml de &cido
acetico) durante 5 minutos (Figura 9). Ap6s a incubacdo com Ponceau-S, foram realizadas 3
lavagens de 5 minutos com TBS-T (TBS 1X (TBS 10X —NaCl 1,6M, Tris 0,2M (pH =7,5) +
900 ml H,O milli-Q), Tween-20 0,25%). Em seguida, as membranas foram blogueadas a
temperatura ambiente por 1 hora em tampdo TBS-T contendo albumina (5%) e por 4 horas em
tampdo TBS-T contendo leite desnatado Molico®. As membranas blogueadas em tampéao
TBS-T contendo albumina (5%) foram incubadas com os anticorpos p-AKT e B-actina da
marca CellSignaling Technology®. As membranas blogueadas em tampdo TBS-T contendo
leite desnatado Molico® foram incubadas com o anticorpo PARP-1 clivada da marca

CellSignaling Technology®.
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FIGURA 9. Imagem da membrana de nitrocelulose corada com Ponceau-S
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4.9.4 Incubacdo com anticorpo primario e secundario

As membranas foram incubadas no anticorpo priméario em overnight (4°C)

com dilui¢Ges de acordo com as instrugdes do fabricante:

v p-AKT (CellSignaling Technology®): 1:1.000 — 20ml (20ul do
anticorpo diluido em 19,980ml de tampéao TBS-T contendo albumina (5%);

4 PARP-1 clivada (CellSignaling Technology®) 1:1.000 - 20ml (20ul do
anticorpo diluido em 19,980ml de tampédo TBS-T contendo leite desnatado Molico® (5%);

v B-actina (#4970) (CellSignaling Technology®): 1:10.000 — 20ml (2ul
do anticorpo diluido em 19,998ml de tampédo TBS-T contendo albumina (5%).

Apos a incubacdo do anticorpo priméario em overnight, as membranas foram
incubadas com anticorpo secundario anti-RabbitlgG(#A0545) por 2 horas. A concentracdo da
diluicdo do anticorpo secundario foi 1:3000 (6,66ul do anticorpo diluido em 19,993,34ml de
tampédo TBS-T (TBS 1X, Tween-20 0,25%) conjugado com peroxidase, em TBS-T. Entre
cada passo da incubagdo com anticorpo primario e secundario, foram realizadas trés lavagens

de 5 minutos com TBS-T.

4.9.5 Revelagdo e densitometria das bandas

A ligacdo do anticorpo foi detectada pelo kit de quimiluminescéncia (kit de
ECL) (SuperSignal® West Pico ChemiluminescentSubstrate - PIERCE, IL, EUA), conforme
descrito pelo fabricante. As membranas foram digitalizadas por sistema de fotodocumentacéo
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(Epson expressdo 1600) e as densitometrias das bandas de proteina determinadas por
intensidade de pixel utilizando o software Scion Imagem (Scion Corporation®, MD, EUA). O

anti-B-actina foi utilizado como controle padréo de p-AKT e PARP-1 clivada.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

O erro o adotado foi de 0,05 para todos os testes. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software Statistica 7.0. Os testes de normalidade de Shapiro-Wilk e
homocedasticidade de Levene foram aplicados a todas as amostras de varidveis analisadas. As
amostras com distribui¢cGes normais e homocedasticas foram comparadas pelo teste de analise
de varidncia ANOVA one-way com analise de post-hoc (Tukey). As amostras com

distribuicGes anormais e/ou heterocedéasticas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis.

5 RESULTADOS

5.1 Parametros Dimensionais

Apds a semana da ovariectomia, nas semanas 1, 4, 8 e 12, a ingestao alimentar
foi analisada pelos valores médios onde ndo foram encontradas diferencas significativas entre
0s grupos (Tabela 1).

Em relacdo a massa corporal, o grupo Ovx-Sed apresentou maior massa
corporal relativizada pelo comprimento da tibia quando comparado ao grupo Sham-Sed
(p<0,05) (Tabela 1).

As analises de 17p-estradiol mostraram que os grupos Ovx (Sed e TR)
apresentaram menores concentragdes de 17p-estradiol quando comparados aos grupos Sham
(Sed e TR, respectivamente) (p<0,05). Os grupos ovariectomizados com reposi¢ao de 17f3-
estradiol (Sed e TR) apresentaram maior concentracdo de 17B-estradiol quando comparados
ao grupo Ovx-Sed (p<0,05). O grupo Ovx-TR-RE apresentou maior concentragdo de 17f3-
estradiol quando comparado ao grupo Ovx-TR (Tabela 1).
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TABELA 1. Efeitos da Ovariectomia, Treinamento Resistido e Reposi¢do de Estrogénio nos parametros

dimensionais
Grupos Sham-Sed  Sham-TR  Ovx-Sed Ovx-TR Ovx-Sed-RE Ovx-TR-RE
Experimentais (n=11) (n=11) (n=11) (n=11) (n=11) (n=11)

Ingestdo Alimentar 92,81+6,23 86,06+2,60 91,42+5,37 87,80+4,14  88,20+2,79  84,42+2,22
Massa Corporal/

Tamanho tibia(g/cm) 76,05+1,00 78,22+1,04 86,86+2,25 84,14+159  77,30+2,42  79,39+1,48
*

17p-estradiol (pg/ml) 34,06+0,15 34,13+0,13 14,91+0,27 14,64+0,25 44,24+0,96  41,00+0,68
> i i @

Os dados estdo apresentados em média * erro padrdo. Sham: Sham operados; Ovx: Ovariectomizados; RE:
Reposicao de Estrogénio; TR: Treinamento Resistido. p<0,05 comparado ao grupo *Sham-Sed; TSham-TR;
*Ovx-Sed; Ovx-TR.

5.2 Carga Maxima de Carregamento

Durante as 12 semanas de treinamento, os grupos Sham-TR, Ovx-TR e Ovx-
TR-RE apresentaram aumento da capacidade de carga maxima de carregamento (Gréafico 1).
No grupo Sham-TR as cargas de trabalho aumentaram ap6s as semanas 4, 8 e 12 em
comparagdo com a semana 1, e apds as semanas 8 e 12 em comparagdo com a semana 4. No
grupo Ovx-TR as cargas de trabalho aumentaram ap6s as semanas 4, 8 e 12 em comparacao
com a semana 1, apds as semanas 8 e 12 em comparagdo com a semana 4 e ap0s a semana 12
em comparagdo com a semana 8. Em relacdo ao grupo Ovx-TR-RE as cargas de trabalho
aumentaram apds as semanas 4, 8 e 12 em compara¢do com a semana 1 e ap6s as semanas 8 e
12 em comparagdo com a semana 4. No entanto, durante as 12 semanas de treinamento, néo
houve diferenca significativa entre os grupos treinados (Sham, Ovx e Ovx-RE) em relacdo a

carga maxima de carregamento.
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GRAFICO 1. Carga maxima de carregamento nos grupos Sham-TR, Ovx-TR e Ovx-TR-RE. Os dados estio

apresentados em média + erro padr&o. p<0,05 comparado ao grupo “Semana 1; TSemana 4; *Semana 8.

5.3 Concentragdes proteicas de p-AKT e PARP-1 clivada

Os resultados da concentragdo de p-AKT demonstraram que os grupos Ovx-TR
e Ovx-TR-RE apresentaram maior contetdo proteico de p-AKT (65%, p=0,016 e 106%,
p=0,0002, respectivamente) quando comparados ao grupo Ovx-Sed. O grupo Ovx-TR-RE
apresentou maior contetdo proteico de p-AKT (85%, p=0,0005) em comparagdo ao grupo
Ovx-RE. O contetdo proteico de p-AKT foi relativizado pelo conteudo proteico de B-actina e
apresentado no Grafico 2.
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GRAFICO 2: Contetdo proteico de p-AKT/p-actina no hipocampo. Os dados estdo apresentados em média +
erro padrdo. p<0,05 comparado ao grupo *Ovx-Sed; TOvx-Sed-RE (n=4). Sham: Sham operados; Ovx:

Ovariectomizados; RE: Reposicao de 17B-estradiol; TR: Treinamento Resistido.

Em relacdo a PARP-1 clivada, o grupo Ovx-Sed, quando comparado ao
grupo Sham-Sed, apresentou maior contetdo proteico de PARP-1 clivada (40%, p=0,0002).
Em comparacdo ao grupo Ovx-Sed, o grupo Ovx-TR apresentou menor conteldo proteico
(20%, p=0,003) de PARP-1 clivada. No grupo Ovx-TR-RE o0 contetdo proteico de PARP-1
clivada foi menor (13%, p=0,033) em comparacdo ao grupo Ovx-Sed-RE e maior em
comparagdo ao grupo Ovx-TR (21%, p=0,013). O contetdo proteico de PARP-1 clivada foi

relativizado pelo contelido proteico de B-actina e apresentado no Grafico 3.
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GRAFICO 3: Contetido proteico de PARP-1 clivada/B-actina no hipocampo. Os dados estdo apresentados em
média + erro padrdo. p<0,05 comparado ao grupo *Sham-Sed; ‘Ovx-Sed; *Ovx-Sed-RE; *Ovx-TR (n=4). Sham:

Sham operados; Ovx: Ovariectomizados; RE: Reposicdo de 17B-estradiol; TR: Treinamento Resistido.

6 DISCUSSAO

O principal achado desse estudo foi que ratas Ovx apresentaram maior
conteudo proteico de PARP-1 clivada no hipocampo, indicando que a ovariectomia pode
estimular a via de sinalizagdo para apoptose. Entretanto, os grupos Ovx que realizaram 0 TR
por 12 semanas, com ou sem RE, apresentaram menor contetdo proteico de PARP-1 clivada e
maior contetdo proteico de p-AKT. Estes resultados demonstram os possiveis beneficios do
TR e da sua associacdo a RE em prevenir o aumento do conteudo de proteina pro-apoptotica
no hipocampo de ratas Ovx como inicialmente hipotetizado. Por outro lado, a RE

isoladamente ndo preveniu o aumento de PARP-1 clivada promovida pela ovariectomia.
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Em relagdo aos parametros dimensionais, observamos maior massa corporal no
grupo Ovx-Sed em relagdo ao grupo Sham-Sed apesar de ndo haver diferenga significativa na
ingestdo alimentar entre os grupos. Pimenta et al. (2015) também verificaram que,
independente da ingestdo alimentar, ratas Ovx apresentaram maior massa corporal devido as
alteraces metabdlicas promovidas pela reducdo dos niveis de estrogénio.

Os resultados da RE demonstraram que o0s grupos Ovx (Sed e TR)
apresentaram menores concentragdes de 17p-estradiol quando comparados aos grupos Sham
(Sed e TR) o que comprova a eficacia da ovariectomia. Por outro lado, maiores concentracfes
de 17B-estradiol foram observadas nos grupos Ovx com RE (Sed e TR) quando comparados
aos grupos Ovx sem RE (Sed e TR), indicando que a reducdo das concentracbes de 17f3-
estradiol nesses grupos foi revertida com o implante e o reimplante das capsulas silasticas.
Porém, as concentragdes de 17B-estradiol nos grupos Ovx com RE (Sed e Ovx) superaram as
concentracdes dos grupos Sham (Sed e TR). De acordo com esses resultados, sugerimos que
as concentracdes observadas nos grupos Ovx com RE (Sed e TR) foram suprafisiologicas.

Strom et al. (2008) descrevem que as capsulas silasticas produzem
concentracdes fisioldgicas de 17p-estradiol entre a segunda e a quarta semana apds a
administracdo em ratas Ovx. O reimplante das capsulas silasticas foi realizado na quinta
semana ap6s 0s procedimentos cirargicos do implante, porém, antes do reimplante, ndo foram
realizadas andlises das concentragdes de 17p-estradiol. Com isso, acreditamos que no
momento do implante da segunda capsula, as concentragdes de 17p-estradiol liberadas pela
primeira capsula ainda eram suficientes para produzir seus efeitos fisiologicos e o implante da
segunda capsula sem a retirada da primeira resultou nas concentra¢@es suprafisioldgicas.

Para o protocolo de TR, foram utilizadas sobrecargas de acordo com a
capacidade de carregamento individual dos animais a cada dia de treino. Esse protocolo de
treinamento promoveu uma evolugdo da carga de carregamento entre as semanas, porém nao
houve diferenca entre os grupos. Esses dados demonstram que a ovariectomia e a reposicao
hormonal ndo interferem no aumento da forca muscular (RODRIGUES et al., 2013; TOMAZ
etal., 2016).

Em resumo, a ovariectomia no presente estudo promoveu maior massa corporal
independente da ingestdo alimentar, reducdo das concentragdes de 17B-estradiol no soro,
maior conteudo proteico de PARP-1 clivada no hipocampo de ratas mas ndo afetou a carga de
carregamento.

O estrogénio contribui para a manutencdo da plasticidade e sobrevivéncia

celular no cérebro adulto e a redugdo dos seus niveis na pos-menopausa pode inibir a
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neurogénese hipocampal induzindo a apoptose (KIM et al., 2015). Nesse sentido, 0 aumento
do conteudo proteico de PARP-1 clivada, observado em ratas Ovx sem a reposicdo de
estrogénio, foi possivelmente causado pelos niveis reduzidos de 17p-estradiol. Esta reducédo
nos niveis de estrogénio pode impedir maior interacdo dos receptores de estrogénio com
PARP-1, promovendo, consequentemente, maior sinalizacdo do processo apoptético. Esse
presente dado corrobora com estudo prévio em que foi verificado o aumento do processo
apoptotico promovido por PARP-1 ap6s isquemia cerebral no cérebro de ratas Ovx (SIEGEL
etal., 2013).

A acdo do estrogénio no cérebro promove maiores niveis de p-AKT, 0 que,
consequentemente, diminui a acdo das vias apoptdticas intrinsica e extrinsica, reduz a
atividade da caspase-3 e subsequentemente reduz a clivagem de PARP-1 (GATSON et al.,
2009). Estudos sugerem que o exercicio promove efeitos neuroprotetores pelo aumento da
expressao de fatores neurotroficos que ativam a via de sinalizagdo PI3BK/AKT (JUNG et al.,
2014; CHEN, RUSSO-NEUSTADT, 2005). A fosforilacdo de AKT influencia no balango de
proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 e pro-apoptoéticas como Bax e caspase 3 (KIM et al.,
2010). Com isso, a reducdo dos niveis de estrogénio na menopausa pode comprometer a
atuacdo dessa via e seus efeitos neuroprotetores.

De acordo com 0s nossos resultados, o treinamento resistido promove maior
contedo proteico de p-AKT e menor conteddo proteico de PARP-1 clivada em ratas
ovariectomizadas. Esses dados demonstram que mesmo com a reducgdo dos niveis de 17-
estradiol nos grupos Ovx, o TR foi eficaz em manter o maior conteido proteico de p-AKT
nesse grupo a qual reduz a ativacdo de proteinas pro-apoptéticas e, consequentemente, a
clivagem de PARP-1.

Em estudos prévios foram verificados os beneficios do exercicio na via
apoptotica. Kim et al. (2015) mostraram que 12 semanas de treinamento de endurance
promoveram maior contetdo proteico de p-AKT no hipocampo de ratos diabéticos, reduzindo
a atividade apoptotica de proteinas envolvidas na doenca de Alzheimer. Em outro estudo,
maior contedo proteico de p-AKT foi verificado apdés 6 semanas de treinamento de
endurance onde a atividade de efetores apoptdticos foi suprimida no cortex de ratos (JUNG et
al. 2014).

No presente trabalho, além do efeito isolado do TR, a sua associagdo a RE
também promoveu maior contetdo proteico de p-AKT na condicdo de ovariectomia. O
exercicio pode modular alguns neurotransmissores e a expressdo de neurotrofinas no
hipocampo, como BDNF (STENMAN, LILJA, 2013). Além disso, a administragdo de 17f-
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estradiol também promove maiores niveis de BDNF no hipocampo de ratas fémeas
suportando a ideia de ser uma area focal para o estrogénio (LU et al., 2014). Sendo assim,
uma vez que o aumento de fatores neurotroficos ativa a via de sinalizacdo PISK/AKT e que,
tanto o exercicio quanto a reposicao de estrogénio promovem maior expressao desses fatores,
0 maior conteudo proteico de p-AKT observado no grupo Ovx-TR-RE pode ser conseqliéncia
da maior ativacdo dessa via pelas duas intervengdes.

Quando comparado ao grupo Ovx-RE, o grupo Ovx-TR-RE apresentou maior
conteddo proteico de p-AKT. Apesar disso, ndo houve diferenca significativa no contetdo
proteico de p-AKT nesse grupo quando comparado ao grupo Ovx-TR. Sendo assim, de
acordo com nossos resultados, sugerimos que o TR pode ter contribuido de maneira mais
efetiva na promocao de maior conteudo proteico de p-AKT no grupo Ovx-TR-RE, uma vez
que, isoladamente, o TR gerou maior contetdo de p-AKT na condicdo de ovariectomia que a
reposicao de 17p-estradiol mesmo em doses suprafisioldgicas.

Em relacdo a PARP-1 clivada, o grupo Ovx-TR-RE apresentou menor e maior
conteddo proteico quando comparado aos grupos Ovx-RE e Ovx-TR, respectivamente, ou
seja, a associacdo do TR com a RE foi parcialmente eficaz em prevenir maiores conteddos
proteicos de PARP-1 clivada nesse grupo. Uma explicacéo para esses resultados € que a acéo
do 17p-estradiol pode ter sido comprometida devido aos niveis suprafisiologicos aplicados.
Por outro lado, o TR parece ter sido mais efetivo na tentativa de impedir maior contetdo
proteico de PARP-1 clivada no grupo Ovx-TR-RE uma vez que, isoladamente, o grupo Ovx-
TR apresentou menor contetdo proteico de PARP-1 clivada. Nesse sentido, pesquisas
descrevem que o exercicio e suplementacdo de IGF-1 aplicados separadamente promovem
acOes neurotréficas no hipocampo de ratos idosos (KOLTAI et al., 2011) assim como a
combinacdo do treinamento com a RE elimina os efeitos causados pelas intervencdes isoladas
no hipocampo de ratos idosos (MAROSI et al., 2012).

Apesar dos beneficios proporcionados pelo TR, o presente estudo apresenta
limitacOes que impedem verificar com mais clareza a resposta direta da modulacéo de p-AKT
e PARP-1 clivada, uma vez que ndo foram realizadas anélises que permitem a quantificacdo

do processo apoptotico propriamente dito, como TUNEL e degradacéo de DNA.
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7  CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostram que:

- O treinamento resistido realizado por 12 semanas, com ou sem RE, pode ser
uma intervencdo efetiva para promover maior contetdo proteico de p-AKT relacionada a
sobrevivéncia celular no hipocampo de ratas ovariectomizadas;

- O treinamento resistido foi eficaz em promover menor contetdo proteico de
PARP-1 clivada, em ratas ovariectomizadas, enquanto a reposi¢do de 17p-estradiol nao;

- O treinamento resistido isolado foi mais eficaz em promover menor contetdo
proteico de PARP-1 clivada, associada a apoptose celular, em ratas ovariectomizadas que em

associa¢do com a reposic¢do de 17p-estradiol.
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