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RESUMO

Contextualizacido: A menopausa caracteriza-se por um processo fisiologico marcado pelo fim
da menstruacdo e ocorre entre a quarta ¢ a quinta década de vida da mulher. A principal
caracteristica deste periodo ¢ a queda abrupta nos niveis de 17p-estradiol (E2), hormdnio que
tem efeito cardioprotetor. Os hormonios ovarianos estao associados a alteragdes bioquimicas e
funcionais que incluem o comprometimento da cadeia transportadora de elétrons (CTE) e da
producao de ATP, o que favorece o comprometimento da fungdo mitocondrial € o maior risco
de desenvolvimento de doengas cardiovasculares (DCVs). O treinamento resistido tem se
consolidado como uma intervencdo ndo farmacoldgica eficaz na atenuagdo dos efeitos
deletérios da menopausa, promovendo melhorias na fun¢do mitocondrial, nos parametros
hemodinamicos e na plasticidade cardiovascular. Objetivo: Este estudo investigou os impactos
da ovariectomia como modelo experimental sobre a bioenergética mitocondrial nos
cardiomiocitos do ventriculo esquerdo de ratas Wistar, como a eficacia do Treinamento
Resistido (TR) como estratégia terapéutica para diminuir os efeitos acarretados pela diminui¢ao
dos hormoénios ovarianos. Metodologia: Foram utilizadas 20 ratas Wistar 5 em cada grupo
experimental: INT-SED (intacto sedentario), INT-RT (intacto treinado), OVX-SED
(ovariectomizado sedentario) e OVX-RT (ovariectomizado treinado). As andlises incluiram:
expressao génica por RT-qPCR dos complexos mitocondriais (C1, C2, C3, C4 e ATP sintase)
e da Citrato Sintase (CS), Respiracdo mitocondrial de alta resolu¢do (Oroboros®) e Carga
Maxima de Carregamento. Resultados: A ovariectomia comprometeu significativamente a
funcdo mitocondrial dos cardiomidcitos do ventriculo esquerdo, bem como diminuiu
significativamente o consumo de oxigénio nos estados respiratorios acoplados (S3 e S3Suc),
além da diminui¢do da expressdo dos complexos da CTE. Em contrapartida o treinamento
resistido (TR) foi capaz de promover melhorias funcionais e moleculares com aumento
significativo no consumo de O e na recuperacao da expressao dos complexos mitocondriais.

Palavras-chave: ovariectomia, bioenergética mitocondrial, cardiomidcitos, ventriculo esquerdo,
menopausa, treinamento resistido.



ABSTRACT

Background: Menopause is characterized as a physiological process marked by the cessation
of menstruation, typically occurring between the fourth and fifth decades of a woman’s life.
The main feature of this period is the abrupt decline in 17-estradiol (E2) levels, a hormone
with cardioprotective effects. Ovarian hormones are associated with biochemical and functional
changes, including impairment of the electron transport chain (CTE) and reduced ATP
production, which contribute to mitochondrial dysfunction and increase the risk of developing
cardiovascular diseases (DCVs). Resistance training has emerged as an effective non-
pharmacological intervention for attenuating the deleterious effects of menopause, promoting
improvements in mitochondrial function, hemodynamic parameters, and cardiovascular
plasticity. Objective:This study investigated the impacts of ovariectomy, as an experimental
model, on mitochondrial bioenergetics in left ventricular cardiomyocytes of Wistar rats, as well
as the efficacy of Resistance Training (RT) as a therapeutic strategy to mitigate the effects
caused by the reduction of ovarian hormones. Methodology: Twenty Wistar rats were used,
divided into four experimental groups (five animals per group): INT-SED (intact sedentary),
INT-RT (intact trained), OVX-SED (ovariectomized sedentary), and OVX-RT (ovariectomized
trained). The analyses included: gene expression by RT-qPCR of mitochondrial complexes (C1,
C2, C3, C4, and ATP synthase) and citrate synthase (CS); high-resolution mitochondrial
respiration (Oroboros®); and maximum loading capacity. Results: Ovariectomy significantly
impaired mitochondrial function in the left ventricular cardiomyocytes, as well as markedly
reduced oxygen consumption in coupled respiratory states (S3 and S3Suc), in addition to
decreasing the expression of CTE complexes. Conversely, resistance training (RT) was able to
promote both functional and molecular improvements, with a significant increase in O:
consumption and recovery of mitochondrial complex expression.

Keywords: ovariectomy, mitochondrial bioenergetics, cardiomyocytes, left ventricle,
menopause, resistance training.
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1 INTRODUCAO

A menopausa representa uma fase natural na vida da mulher, caracterizada pela
interrupcao permanente da menstruacao apos 12 meses consecutivos sem ciclos menstruais.
Esse evento marca o fim da capacidade reprodutiva e como resultado a queda nos niveis de
estrogénios. Essa deficiéncia de estrogénios tem como consequéncia a perda da fungdo
reprodutiva (HARLOW et al., 2012; REES et al., 2020). Além da funcdo reprodutiva os
estrogénios, em especial o estradiol (E2), exerce papeis fundamentais para a satide da mulher.
Esse hormodnio estd envolvido na protecdo cardiovascular, modulacdo do perfil lipidico,
manutencdo Ossea e regulacdo da fungdo cerebral, afetando aspectos como: temperamento,
memoria e cogni¢do (BASSUK; MANSON, 2014). Em nivel celular o estrogénio ¢ reconhecido
por desempenhar uma série de efeitos benéficos em uma variedade de cé€lulas, influenciando
processos como o metabolismo celular, proliferagdo, diferenciacdo, desenvolvimento e a
homeostase (MAUVAIS-JARVIS; CLEGG; HEVENER, 2013).

E relevante enfatizar que com o avango da idade e a redugio estrogénica, ha um aumento
expressivo da mortalidade por doengas cardiovasculares (DCVs) em mulheres, considerando
um fator de risco significativo nesse periodo de vida (ROGER et al., 2012; ROCCA et al.,
2013). Pesquisas recentes em biologia molecular indicam que as mitocondrias sdo um ponto
focal na sinalizag¢do de protecao cardiaca mediada pelos estrogénios, destacando varias vias de
sinalizacdo associadas ao E2 sendo convertida para essa organela (MURPHY, 2004; KLINGE,
2017). Entre esses mecanismos destaca-se a funcdo mitocondrial que sdo frequentemente
referidas como as “usinas de energia” das células, onde desempenham um papel essencial na
producdo de energia através de um processo bioquimico chamado fosforilagdo oxidativa
(WISNOVSKY et al., 2016). No coragdo a elevada demanda metabolica ¢ sustentada por uma
abundancia de mitocondria e pelo suprimento continuo de oxigénio (BERGMANN, 2009).

Ao longo da transicdo para a menopausa, observam-se alteracdes cardiometabolicas
relevantes, incluindo modifica¢des na distribui¢do da composi¢do corporal, desequilibrios no
perfil lipidico e variacdes nos biomarcadores associados a fun¢do endotelial (KOUDHARI,
2017). Ha evidéncias que sustentam a solida conexdo entre o nucleo celular e a fungdo
mitocondrial, desempenhando um papel essencial no controle da expressdo de genes
fundamentais associados as doencas cardiovasculares (DCVs) (NORTH; SINCLAIR, 2012;
ALMEIDA et al., 2017).
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Algumas proteinas, incluindo o coativador 1 alfa do receptor ativado por proliferador
de peroxissoma (PGC-1a), a proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e genes associados a
cadeia de transporte de elétrons (CTE), sdao modulados por hormonios sexuais, especialmente
pela sinalizagao estrogénica (LYNCH et al., 2020). Estudos com modelos animais mostram que
o estradiol pode reduzir o estresse oxidativo e promover o aumento de proteinas mitocondriais
em cérebros de ratas submetidas a ovariectomia (STIRONE et al., 2005). Em estudos adicionais
em contexto de dieta hiper lipidica, a auséncia de estradiol foi associada a disfuncao
mitocondrial e reducao da capacidade cardiaca (SIVASINPRASASN et al., 2015).

As abordagens para a prescricdo da Terapia Reposi¢do Hormonal (TRH) durante a
menopausa passaram por transformagdes significativas, influenciadas pela evolugdo na
compreensdo dos riscos € beneficios desse tratamento. Antes dos resultados do ensaio clinico
da Iniciativa de Saude da Mulher (WHI) em 2002, a TRH era geralmente considerada
apropriada e segura tanto para aliviar os sintomas da menopausa quanto para prevenir doengas
cronicas, incluindo DCV. O uso da TRH pode apresentar beneficios cardioprotetores para
mulheres com idade inferior a 60 anos dentro de um periodo de 10 anos da menopausa,
especialmente para aquelas com utero intacto. No entanto, € crucial destacar que seu uso nao
deve visar especificamente a redugdo do risco cardiovascular, a menos que existam
contraindicacdes. Mulheres que passaram pela menopausa precoce sao aconselhadas a aderir a
TRH até atingirem a idade média da menopausa (LI et al., 2021; THURSTON et al., 2008;
FAUBION et al., 2015).

Diante dessas alteragdes o exercicio fisico regular ganha destaque por oferecer diversas
vantagens para a saude, incluindo a redug¢do do risco de DCVs, sindrome metabolica, obesidade,
cancer, osteoporose e depressdo, condicdoes que se tornam mais prevalentes durante a
menopausa (PHYSICAL ACTIVITY GUIDELINES ADVISORY COMMITTEE REPORT,
2009), A pratica regular de atividade fisica tem um impacto significativo na redugdo dos
sintomas da menopausa, ajudando a manter a massa muscular esquelética (GUTIERREZ et al.,
2006; GOLD, 2000). Um exemplo notavel ¢ a eficacia de um programa de treinamento aerdbico
de intensidade moderada a vigorosa na preservagdo da massa magra (MASON et al., 2013),
além disso, a pratica regular de treinamento resistido reduz tanto a frequéncia cardiaca quanto
a intensidade das ondas de calor durante a menopausa (BERIN ez al., 2019). Destaca-se também
que os efeitos do exercicio incluem melhorias no equilibrio do sistema nervoso autonomo
(SNA), na regulagdao hormonal relacionada ao estresse e na resposta do corpo ao controle da

temperatura (ATAPATTU et al., 2015). A pratica regular do exercicio fisico induz uma série
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de adaptacdes fisiologicas que contribuem para preservar a integridade e a funcionalidade da
musculatura esquelética ao longo do envelhecimento, incluindo a prevengao ou atenuagao de
disfungdes mitocondriais (CARTEE et al., 2016). O TR em particular, tem emergido como uma
intervengdo promissora para a saude cardiovascular da mulher. O exercicio fisico ¢ amplamente
reconhecido como uma abordagem estratégica e ndo farmacologica eficaz para a prevengao e
controle de doengas metabolicas (COLBERG et al., 2010).

Na musculatura esquelética essas adaptagdes ocorrem em grande parte pelo aumento da
expressao do coativador- 1a do receptor gama ativado por proliferadores de peroxissoma (PGC-
la) considerado um regulador chave da biogénese mitocondrial (WU et al., 1999). A redugdo
do PGC-1a compromete a fungdo mitocondrial, fenomeno ja descrito em musculo esquelético
de ratas ovariectomizadas (CAMPBELL & FEBBRAIO, 2001; CAMPBELL et al, 2003;
CAVALCANTI- DE-ALBUQUERQUE et al., 2014).

O presente estudo busca investigar o treinamento resistido como interven¢do nao
farmacoldgica capaz de modular os efeitos deletérios dos hormodnios ovarianos sobre a fun¢ao
mitocondrial cardiaca. Para isso serdo analisados parametros da respiragdo mitocondrial e a
expressdo de genes envolvidos na Cadeia Transportadora de Elétrons (CTE), como ATP-
sintase, PIC e ANTI em ratas submetidas a ovariectomia. Espera-se que os resultados
contribuam para ampliar o entendimento sobre os mecanismos de adaptacdo mitocondrial
induzidos pelo TR, fornecendo subsidios para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas

voltadas a satde cardiovascular da mulher no periodo pds menopausa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MENOPAUSA

A menopausa ¢ um periodo significativo na vida da mulher, que sinaliza o fim da
capacidade reprodutiva, para algumas se torna libertador devido a fortes desconfortos nos
orgdos reprodutivo durante a menstruacdo e para algumas soa como a chegada do
envelhecimento. H4 estudos de revisdes que destacam a dificuldade do entendimento deste
periodo na vida das mulheres, entre nomenclaturas e definicdes sobre menopausa
(AMBIKAIRAJAH; WALSH; CHERBUIN, 2022). Independente das circunstancias causadas,
a transi¢do deste periodo ¢ seguida por diversos sintomas influenciando a saude e bem-estar de
todas as mulheres, ela ¢ definida pelo inicio dos ciclos menstruais irregulares e conhecida como
climatério (SANTEN et al., 2019). Esse periodo compreende a transicdo da fase reprodutiva e
ndo reprodutiva na vida da mulher, marcando a passagem do periodo fértil para o ndo fértil. O
termo “pré-menopausa” ¢ utilizado para abranger todo o periodo reprodutivo até o Periodo
Menstrual Final (PMF), que ¢ o momento em que cessa definitivamente a menstruagdo. A
perimenopausa corresponde ao intervalo imediatamente anterior ao PMF, quando surgem
alteracdes endocrinoldgicas, biologicas e clinicas que sinalizam a proximidade da menopausa.

Essa fase inclui também o primeiro ano ap6s a menopausa (OMS, 1990).

Figura 1. Apresentagdo que ilustra a relagdo temporal durante os diferentes periodos em torno da menopausa:
delineado pelo Grupo Cientifico de Pesquisa em Menopausa da Organizagdo Mundial da Saude (OMS).

Menopausa
Fim do periodo menstrual

Transigao da Menopausaﬂ Pés Menopausa J

\ Perimenopausa |

Duragao do
Estagio Variavel | 1 ano |  Até amorte

| |
>

Fonte: Elaborado pelo autor (2024). Criado com BioRender.com.

Os sintomas predominantes sao os “vasomotores”, caracterizados por episodios de calor

intenso e sudorese noturna, afetando cerca de 65% das mulheres. Essas ondas aquecidas sao
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descritas como subitas sensacdes de calor, geralmente sentidas no peito, pescogo e rosto,
acompanhadas por transpira¢do, calafrios e ocasionalmente, palpitacdes e ansiedade.
Normalmente, duram menos de 5 minutos, mas em alguns casos podem estender-se até¢ 30
minutos, sendo desencadeadas por fatores como ambientes quentes, estresse ou consumo de
alimentos e bebidas quentes (HEIDI, 2008). Além dos sintomas vasomotores essas alteracdes
endocrinas sdo frequentemente associadas a condi¢des sérias durante a menopausa, como
distarbios do sono, do humor, e geniturinarios (TAKAHASHI; JOHNSON, 2015). Os sinais da
menopausa envolvem uma gama de alteragdes (Figura 2) que impactam o sistema nervoso
central (SNC), o corpo, a saude cardiaca, a estrutura muscular e 6ssea, além de afetar a&rea como
a genitalia e a pele, resultando também na disfungao sexual. Durante a perimenopausa, fase que
antecede a menopausa, observa-se uma intensificagdo dos sintomas devido a mudangas
neuroquimicas no sistema nervoso central, resultando em sintomas vasomotores intensos,
perturbagdes do sono e depressao, que podem influenciar a fung¢do cognitiva. Com o passar do
tempo, a reducdo definitiva dos niveis de estrogénio contribui para a atrofia urogenital e o
envelhecimento da pele, enquanto condigdes como osteoporose e sarcopenia podem se

desenvolver no periodo pés-menopausa (MANTELEONE et al., 2018).

Figura 2. Vis3o abrangente dos sintomas durante a perimenopausa.

Alteragdes da mucosas, pele e cabelos Sistema Nervoso Central
« Espessura da pele reduzida « Sistemas Vasomotores
Elasticidade reduzida « Perturbagéo do sono
« Hidratagéo reduzida « Depressdo e Ansiedade
= Aumento de rugas ¢ Mudangas Cognitivas
+ Perda de cabelo

Peso e alteragdes metabélicas
« Ganho de peso
» Aumento da adiposidade

Sistema Musculo-Esquelético visceral

« Dor nas articulagbes
+ Sarcopenia

Sistema Urogenital
« Secura vaginal
Comichéo e queimagao vulvar
Distria
Frequéncia Urinaria
Urgéncia
« Infecges recorrentes do trato urinario
inferior

Fungdo Sexual *
+ Diminuigédo dos desejos sexual °
« Dispareunia :

Descricao: destacando as manifestagdes tipicas durante a transi¢do para a menopausa, neste periodo as mulheres
podem experimentar todos os sintomas, alguns ou até mesmo nenhum deles. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
Criado com BioRender.com.
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Os estrogénios constituem-se em uma classe de hormdnios esteroides que englobam o
estradiol (E2), o estriol (E3) e a estrona (E1). O estradiol ou 17B-estradiol (E2), ¢ produzido
principalmente pelo ovario (KIM et al., 2014). No organismo humano, o estradiol destaca-se
como o principal hormoénio estrogénio em circulagdo, responsavel por modular os sinais por
meio do nucleo intracelular, do plasma e dos receptores de estrogénio associados 8 membrana
(ERs). Essas descobertas confirmam que o estrogénio desempenha um papel fundamental na
regulacao da homeostase energética feminina (FANG et al., 2018). O estradiol destaca-se como
um dos hormonios mais cruciais no organismo feminino, desempenhando um papel essencial
na inicia¢do, desenvolvimento ¢ manuten¢do das fungdes reprodutivas e fisioldgicas em todo
os tecidos do corpo (KINGLE, 2020). O sistema bioenergético central é principalmente
influenciado pela sinalizacdo de E2, que regula (1) o metabolismo da glicose, sendo a
preferéncia predominante do cérebro, fornecendo ATP e precursores essenciais para sustentar
a fungdo cerebral fisiologica, e (2) controla o equilibrio entre gasto e consumo de energia
(GUOYUAN; YASHI; YIN, 2020). A falta do E2 afeta o funcionamento do coracao de duas
maneiras: primeiro, interfere no relaxamento das células musculares cardiacas durante a fase
de enchimento do corag¢do (didstole precoce) regulando niveis de calcio no organismo; segundo,
influencia a capacidade do coracdo de se expandir adequadamente durante a fase de
enchimento, principalmente em estagios posteriores da diastole, devido ao desenvolvimento de

hipertrofia cardiaca e fibrose (SHUMIN, ANISHA; 2017).

2.1.2 RECEPTORES DO 17B-ESTRADIOL E ESTROGENIO NA FUNCAO MITOCONDRIAL CARDIACA

O coragao contém uma grande quantidade de mitocondrias, que sdo a principal fonte de
ATP e de EROs. Estas organelas desempenham um papel fundamental na regulagdo da
contragdo cardiaca, fornecendo ATP, e no equilibrio homeostatico do Ca*". As DCVs estao
frequentemente associadas a alteragdes na estrutura e funcao mitocondrial. Nesse contexto, o
E2 exerce um papel essencial, promovendo a respira¢do mitocondrial para otimizar a produgao
de ATP, ao mesmo tempo em que reduz a formagdo de EROs, que podem induzir danos
celulares (PELZER et al, 2005; CHITIAKOV et al, 2018). Varios estudos destacam a
influéncia do E2, mostrando que, por meio de seus receptores, ele impacta diretamente as
mitocondrias cardiacas, modulando a expressdo génica e proteica mitocondrial (YANG et al.,

2004).
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Os receptores de estrogénios conhecidos como ERa (alfa) e ERP (beta), sdo proteinas
presentes nas células que tem a capacidade de se ligar ao hormodnio estrogénio. Estudos
evidenciam que camundongos ERKo machos e fémeas com deficiéncia de ERa (alfa) sdo
obesos em todo o corpo e apresentam resisténcia a insulina em seu estado basal, ou seja, isso
demonstra o papel importante do receptor de ERa (alfa) na regulacdo da massa corporal e da
sensibilidade a insulina (HEINE et al, 2000). Essa deficiéncia também resulta em uma
alteragdo metabolica no coragao dos camundongos, levando a uma redugao na capacidade do
coragao de utilizar glicose como substrato energético, fato que indica que o ERa (alfa) ¢
necessario para manter o metabolismo normal de glicose no coracdo (LOZA et al., 2012).
Enquanto os camundongos com deficiéncia de ERB (BERKo0) exibem um fenoétipo metabdlico
distinto, caracterizado por um aumento na formagao dssea cortical ¢ uma redu¢ao do 0sso
trabecular em comparagdo com os camundongos ERKo, eles também demonstram uma
protecdo contra a resisténcia a insulina e a intolerancia a glicose induzidas pela dieta
(OHLSSON et al., 2000). Este padrao indica um papel crucial do receptor de estrogénio § na
regulacdo do metabolismo 6sseo e do metabolismo da glicose, sugerindo potenciais alvos
terapéuticos para condi¢des relacionadas, como osteoporose e diabetes tipo 2 (FORYST-
LUDWIG et al.,, 2008). Com o avango da idade, os ratos BERKo apresentam hipertrofia
cardiaca, como também desenvolvem hipertensdo e problemas em diferentes células, além das
do coracdo. Essa mudanca faz parte do processo de envelhecimento e pode estar relacionada a
uma série de fatores como a diminui¢@o da fung¢do celular e danos causados ao longo do tempo
(KREGE et al,, 1998; ZHU et al., 2002). Fliegner et al. (2009) identificaram em camundongos
machos com deficiéncia do receptor de estrogénio ER[ (beta), um notavel aumento na
hipertrofia dos cardiomidcitos além de um aumento significativo do apoptose desses miodcitos,
sendo associada a uma progressao em direcdo a insuficiéncia cardiaca, contudo essa sobrecarga

de perda de ERf ¢ importante tanto para mulheres como para os homens.

2.1.3 Terapia de Reposi¢cao Hormonal (TRH)

A Terapia de Reposi¢cao Hormonal (TRH) continua sendo o tratamento mais eficaz para
os sintomas vasomotores (HAMODA et al., 2020), assim como para uma melhora significativa
nos sintomas atroficos vaginais e urogenitais (TAKAHASHI; JOHNSON, 2015). Com a

evolugao dos estudos marcados pela historia e mudancas na suplementagdo de estrogénio e da
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TRH ao longo do tempo. Em meados de 1970 a utilizacdo do estrogénio foi prejudicada ao ser
assimilada com um aumento consideravel no risco de cancer endometrial. Essa preocupacao foi
amenizada com a adi¢do de progestina em mulheres com utero, resultando no renascimento do
uso da TRH. Na década de 1990, o estudo Women's Health Initiative (WHI) envolvendo mais
de 16 mil mulheres na pds menopausa utilizaram estrogénio conjugado com MPA, relatando
aumentos nos riscos de cancer de mama, embolia pulmonar, acidente vascular cerebral e doenca
cardiaca coronariana. O impacto em longo prazo do WHI influenciou significativamente a
prescricdo de TRH ao longo da década de 2000 e 2009, resultando em uma preferéncia por
formulagdes orais ou vaginais em doses baixas (KOPERA, 1991; BABER; PANAY; FENTON,
2016; KOHN et al., 2019). Estudos sugerem para que haja vantagens significativas no controle
dos sintomas e na prevencao de doengas em relagdo aos riscos, ¢ recomendavel que as mulheres
iniciem a TRH em até 10 anos ap6s a menopausa, ou até os 60 anos de idade. Caso isso ndo
ocorra, a TRH pode desencadear de formas contraproducentes diversos processos biologicos
no endotélio vascular, células musculares lisas e células inflamatorias na presenca de
aterosclerose, resultando em um aumento dos riscos de DCVs (MENDELSOHN; KARAS,
2005; PRABAKARAN; SCHWARTZ; LUNDBERG, 2021).

Essas consideragdes sao embasadas na “hipdtese do endotélio saudavel”, que explica os
diferentes efeitos do estrogénio durante a progressao da aterosclerose. De acordo com essa
teoria, o estrogénio pode ter efeitos positivos iniciais na saude do revestimento interno dos
vasos sanguineos quando utilizado na TRH, mas pode ter efeitos negativos em placas de

aterosclerose ja existentes (HODIS et al., 2001).
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Figura 3. A teoria do “Endotélio Saudavel”.
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Descricio: explicagdo de como o estrogénio afeta a progressao da aterosclerose em contrapartida as vantagens em
fazer a Terapia de Reposi¢do Hormonal em mulheres mais jovens e demonstra os efeitos adversos do estrogénio
em placas de aterosclerose ja formadas, o que tende a ser mais comuns em idades mais avangadas. Outros
elementos envolvidos nesse processo, incluindo enzimas como as metaloproteinases de matriz (MMPs),
lipoproteinas como o LDL, moléculas de adesdo celular (CAMs), células musculares lisas (CMS), o receptor alfa
de estrogénio (ERa) e as proprias placas de aterosclerose. Fonte: Adaptado de Hodis (2003).

Em relagdo a IC, os estudos mostram que a deficiéncia dos estrogénios pode intensificar
a hipertrofia ventricular esquerda (SABBATINI; KARARIGAS, 2020). No entanto, também
ha evidéncias de que o uso esta relacionado a uma redugdo na mortalidade total e cardiaca, bem
como as maiores taxas de sobrevivéncia em mulheres pds-menopausicas com insuficiéncia
cardiaca (REIS et al., 2000; LINDENFELD et al., 2003).

Por outro lado, uma revisao de ensaios clinicos realizados por Chen, Wu e Huang (2012,
p.181) diz ndo haver uma relagao clara entre terapia de reposi¢ao de estrogénio e a Insuficiéncia
Cardiaca. No entanto esse estudo revelou que em anélises dos subgrupos deste mesmo ensaio
enfatizou um menor risco de IC em mulheres com reposicao de estrogénio logo no inicio da
menopausa comparado com mulheres na menopausa tardia (dez anos). Além disso, o estudo de
Sophonsritsuk et al. (2013) mostrou que ap6és um més de uso de estrogénio, houve uma melhora
no desempenho diastélico do ventriculo esquerdo e um retardo no inicio da insuficiéncia

cardiaca.
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2.1.4 MENOPAUSA E MODELO EXPERIMENTAL OVARIECTOMIA

A importancia do estudo translacional em modelos animais € evidente, pois permite
distinguir os riscos e beneficios de diferentes intervencdes terapéuticas, além de prever os
resultados e desenvolver novas estratégias para a promocao da saide (BRINTON, 2012). O
envelhecimento natural, tanto em humanos quanto em animais, resulta em diversas variagdes
fisiologicas no cérebro e no corpo. Nos mamiferos, as fémeas experienciam essa senilidade
natural geralmente na meia-idade ou no final da vida. Durante a transicdo da menopausa, os
aspectos biologicos podem ser dificeis de avaliar de forma precisa em humanos, devido as
variagoes heterogéneas em fatores como idade, status socioecondmico, caracteristicas genéticas
e fendmenos ambientais (KOEBELE, BIMONTE-NELSON, 2016).

Dentro desses aspectos, o modelo animal vem sendo fundamental na avaliacdo dos
efeitos hormonais gonadais na fun¢do do corpo incluindo processos de desenvolvimento e
cognicdo trazendo uma andlise mais homogénea nos estudos laboratoriais (BIMONTE, 2015),
contudo, modelos de roedores, entre eles ratos e camundongos de laboratdrio, sdo
particularmente essenciais e uteis devido ao seu processo de envelhecimento bem
documentado, além das caracteristicas definidas de seus cérebros e sistemas reprodutivos, que
atendem a demanda de experimentos precisos e assertivos (NATIONAL INSTITUTE ON
AGING, 2015). No roedor idoso hd um aciimulo potente de foliculos ovulatérios que ¢ a
diferenca principal entre o humano. Os roedores apresentam determinada deplegao folicular
ovariana natural (GOSDEN et al., 1983) enquanto a caracteristica da menopausa humana ¢ a
faléncia ovariana completa.

Durante o ciclo ¢ notavel algumas diferencas encontradas entre os humanos e os
roedores: o ciclo dos roedores ¢ denominado como ciclo estral que difere do ciclo menstrual
humano. Nos roedores o revestimento uterino ¢ reabsorvido ao invés de ser eliminado na
menstruacao, e a cada 4 a 5 dias acontece o ciclo estral que consiste em quatro fases: proestro,
estro, metaestro e diestro, que circundam flutuagdes hormonais ovarianas semelhantes as do
ciclo menstrual de 28 dias (JOHNSON et al., 2004; KOEBELE; BIMONTE-NELSON, 2016).

A ovariectomia ¢ o modelo padrdao como referéncia em avaliag@o pré-clinica dos efeitos
hormonais gonadais nos animais fémeas ou retirada ciriargica dos ovarios, descrita como OVX.
O procedimento da OVX elimina bilateralmente os ovarios, ovidutos (as trompas de falopio) e
pontas dos cornos uterinos da cavidade peritoneal, deixando os cornos uterinos ligados intactos

(BRUCE; OLSON, 1986). O corno uterino dos roedores ¢ bifurcado, e consegue acomodar
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ninhadas grandes (KOEBELE; BIMONTE-NELSON, 2016). O procedimento de OVX
proporciona uma recuperagdo total em aproximadamente uma semana. Este modelo ¢
recomendado para avaliar os efeitos da privacdo hormonal gonadal, bem como para examinar
tratamentos hormonais exdgenos nos sistemas nervoso central e periférico. Ele cria uma placa

em branco de hormonios gonadais, permitindo a administracdo por exemplo, de estrogénios

apos a OVX (KOEBELE, BIMONTE-NELSON, 2016).

2.1.5 DOENCAS CARDIOVASCULARES (DCVs)

As DCVs continuam sendo as principais causas de morte em todo o mundo,
representando uma ameaca significativa a satide publica. A IC, em particular, esta associada a
alta morbidade, com uma taxa de sobrevivéncia de apenas 50% cinco anos apos o diagnostico
(HAY et al.,, 2016). A IC ¢ uma condi¢do predominantemente associada aos idosos, como
evidenciado por uma analise de estudos ecocardiograficos recentes, que estimou uma
prevaléncia de 11,8% entre individuos com 65 anos ou mais (RIET et al, 2016). Segundo as
diretrizes da Sociedade Europeia de Cardiologia (2021), a IC ¢ caracterizada por sintomas como
falta de ar, fadiga e inchaco nos tornozelos, sendo causada por anormalidades estruturais ou
funcionais no corag¢do, que resultam em pressdes cardiacas elevadas e/ou débito cardiaco
inadequado, tanto em repouso quanto durante o exercicio.

A condic¢ao pode envolver disfun¢do miocérdica, tanto sistolica quanto diastolica, e €
dividida em diferentes fendtipos (MECDONAGH et al., 2022), com base na fragdo de ejecao
do ventriculo esquerdo (FEVE), essa abordagem ¢ justificada pelo fato da FEVE ser um
indicador robusto da fisiopatologia subjacente e influenciar a resposta a terapia medicamentosa.
A fracdo de ejecdo (FE) ¢ um parametro importante na determinacdo do diagnostico e da
resposta dos pacientes ao tratamento da IC. Ela fornece informagdes cruciais sobre a fun¢do do
coragdo e permite classificar a condi¢ao de Fracao de Ejecao Reduzida (ICFEr, FEVE <40%),
Fragao de Ejecao Intermediaria (FEVE entre 40-49%) ou Fragdo de Ejecao Preservada (ICFEp,
FEVE > 50%). Estudos indicam que metade dos pacientes ¢ diagnosticada com ICFEp
(DUNLAY; ROGERIO; REDFIELD, 2017), sendo esta condi¢do mais comum em mulheres.
Fatores de risco prevalentes incluem hipertensao, obesidade, hiperlipidemia e diabetes mellitus
(YOON; EOM, 2019).

O diagnoéstico de ICFEp baseia-se em evidéncias clinicas apresentadas pelo coracio,

alertando para dificuldades no bombeamento do sangue, mesmo com a fragdo de ejecao normal.
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Esses sinais podem ser diagnosticados por exames médicos para avaliar a fun¢do cardiaca, e,
quando identificados, remetem a defini¢do de ICFEp, relacionada a hemodinamica, ou seja, a
maneira como o sangue flui dentro do coragdo e dos vasos sanguineos (PFEFFER, 2019).
Entre as fun¢des cardiacas, destacam-se a contra¢dao e o relaxamento do ventriculo
esquerdo (VE). Na fase sistolica, ocorre a contra¢ao para bombear o sangue do VE para o corpo,
enquanto na fase diastolica, o VE relaxa para se encher de sangue. A disfuncdo diastélica do
ventriculo esquerdo (DDVE) estd associada a anormalidades no relaxamento ativo € no
enchimento passivo do VE, devido a rigidez miocardica, o que pode comprometer o débito

cardiaco (DC) (OWAN et al., 2006)."

2.2 MITOCONDRIAS

As mitocondrias distinguem-se por suas caracteristicas especificas, tendo uma variagao
com o tipo celular, exercem diversas fungdes que estdo interligadas e se adaptam-se
frequentemente a diferentes demandas fisiologicas, com ajustes dindmicos que muitas vezes
podem ser revertidos (MONZEL; ENRIQUEZ; PICARD, 2023). Essas organelas formam uma
familia que vai além da fosforilagdao oxidativa (OXPHOS), desempenhando papéis essenciais
para a sobrevivéncia de organismos multicelulares. Assim como as células compartilham
fungdes fundamentais para o seu funcionamento eficiente como a expressao génica (produgdo
de RNA e proteinas a partir do DNA), a sintese de proteinas (fabricagdo de moléculas essenciais
para varias atividades celulares) e a transdugdo de sinais (comunicacdo celular e resposta a
estimulos), todas as mitocondrias possuem uma estrutura central essencial chamada de
OXPHOS. Esse sistema ¢ o responsavel pela producdo de energia nas mitocondrias, tornando-
0 uma caracteristica comum e indispensavel em todas elas, ele € composto por cinco complexos
multiproteicos, sendo quatro deles conhecidos como a cadeia transportadora de elétrons (CTE).
Esses complexos disparam elétrons de equivalentes redutores para o oxigénio molecular,
utilizando a energia livre gerada (AG) para criar um gradiente eletroquimico (AYm + ApH) na
membrana mitocondrial interna (MMI) (MRACEK; DRAHOTA; HOUSTEK, 2013).

O coragdo, apesar de representar apenas 0,5% da massa corporal, é responsavel por
cerca de 8% do consumo total de ATP. Este 6rgdo armazena apenas a energia suficiente para
sustentar o bombeamento durante um batimento cardiaco, renovando completamente seus

compostos metabdlicos a cada 10 segundos. Além disso, o coracdo contém a maior
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concentragdo de mitocondrias em comparacdo com qualquer outro tecido, sendo o 6rgao
metabolicamente mais ativo do corpo (BALABAN, 2002).

As mitocondrias, fundamentais para o metabolismo cardiaco, sdo envolvidas por duas
membranas compostas por fosfolipidios: a membrana mitocondrial externa (MME) e a
membrana mitocondrial interna (MMI). Essas membranas separam a organela em dois
compartimentos distintos: a matriz mitocondrial € o espago intermembranar (EIM)
(KUHLBRANDT, 2002). A MME, semelhante as membranas das células eucarioticas, atua
como uma barreira externa, enquanto a MMI, com caracteristicas mais proximas as membranas
bacterianas, contém cardiolipina, um componente essencial para a fun¢do mitocondrial
(SMITH, 2006).

A MMI destaca-se por sua alta propor¢do de proteinas em relagao aos lipidios e por
apresentar dobras em direcdo a matriz, conhecidas como cristas (ERNSTER; SCHATZ, 1981).
As cristas abrigam as principais proteinas responsaveis pelo processo de OXPHOS,
funcionando como espagos especializados que concentram as ferramentas necessarias para a
producdo de energia. Parte da MMI que ndo se projeta para a matriz segue um caminho paralelo
a MME, sendo conhecida como membrana limite interna (MLI). A interconexao entre as cristas
e a MLI ¢ feita por estruturas estreitas e tubulares denominadas junc¢des de cristas (CJs), que
mantém a arquitetura mitocondrial organizada e funcional para a producdo de energia
(PALADE, 1953).

Além disso, as membranas mitocondriais diferem quanto a sua permeabilidade. A MME
permite a passagem de ions e pequenas moléculas por meio de canais anionicos especificos,
conhecidos como VDACS, cuja abertura € controlada pela voltagem (COLOMBINI, 1989). Em
contraste, a MMI € mais seletiva, permitindo a passagem livre apenas de dgua, oxigénio (O2) e
dioxido de carbono (CO:). Essas caracteristicas estruturais e funcionais das membranas
mitocondriais sdo essenciais para o desempenho eficiente das mitocondrias e,

consequentemente, para o metabolismo energético do coracao.
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Figura 4. Representagdo esquematica da arquitetura mitocondrial.

MLI- Membrana

Limite Interna Matriz Mitocondrial

MMI- Membrana
mitocondrial interna

Crista

JC- Jungdes de MME- Membrana
Cristas EIM- Espaco mitocondrial externa

Intermembrana

Descricio: inclui a (MME) membrana mitocondrial externa; (MMI) membrana mitocondrial interna; (MLI)
membrana limite interna, as (JC) jungdes de cristas; (EIM) espaco intermembrana; as cristas e a matriz
mitocondrial. Fonte: Adaptado de Protasoni & Zeviane (2021).

Os estudos pioneiros sobre o trabalho cardiaco e a produ¢do de ATP mitocondrial
evidenciam que a producdo de ATP mitocondrial estd diretamente ligada a hidrolise de ATP
nas miofibrilas e aos eventos de transporte ativo de ions relacionados a contra¢do. A remoc¢ao
do oxigénio ¢ substancialmente constante, existindo assim uma forte ligagdo entre o fluxo
sanguineo tecidual, a respiragdo mitocondrial e o trabalho cardiaco. No estudo de Khouri,
Gregg, Rayford (1965, p.427-437), sobre exercicio do cdo acordado sendo trabalhado em
esteira, foi analisado uma relacdo continua entre trabalho, consumo de oxigénio e fluxo de
sangue coronariano. Em estudo revisado sobre o aumento do trabalho do miocardio ha
contribuicdes relacionadas a frequéncia cardiaca (~ 60%), contratilidade (20%) e volume
diastolico final (Starling) (20%), impulsionando linearmente o consumo de oxigénio do
miocardio. Alguns mecanismos celulares para esses processos de controle mantém-se
desconhecidos (DUNCKER; BACHE, 2008). Ha muito tempo que se sabe que nas
mitocdndrias a presenga de Ca®" pode desempenhar um papel tanto no suporte ao metabolismo
celular quanto na indugdo da morte celular (DELTON, 2009). Estudos demonstram que no
inicio da contracdo muscular, uma série de eventos rapidos ocorrem. Dois desses eventos estdo
associados a formagio das mitocondrias: a sinalizagdo Ca’" e a renovagdo do ATP. Quando o

Ca®" é liberado do reticulo sarcoplasmatico e desempenha sua func¢o na interagio entre as
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proteinas actina e miosina, ele ndo apenas participa desse processo, como também ativa varias
quinases (Ca**/calmodulina quinase II ¢ PKC) e fosfatases. Estas enzimas transmitem sinais
para o nucleo da célula, modificando a taxa de transcricdo genética. Além disso, ¢ conhecido
’ . . rqe 24 A . . A .
que aumentos nos niveis citosélicos de Ca”" t€ém impacto nas mitocondrias, melhorando
diretamente a taxa de respiragdo mitocondrial. Este efeito ocorre pela ativacdo de
desidrogenases, enzimas que requerem Ca’" para atingir sua maxima atividade. Também foi
observado que a ATP-sintase mitocondrial, responsavel pela producao de ATP, ¢ ativada pelo

Ca*" (BALABAN, 2002).

2.2.1 MITOCONDRIAS CARDIACAS

Os cardiomiocitos maduros sdo as células musculares do coragdo ja desenvolvidas, as
mitocondrias sdo estruturas notaveis que desempenham um papel crucial na producdo de
energia, elas sdo organizadas de forma especificas (SPARAGNA; LESNEFSKY, 2009). As
mitocondrias subsarcolemais (SSM) se encontram estrategicamente abaixo da membrana
celular, as mitocondrias interfibrilares (IFM) residem em fileiras entre as miofibrilas e as
mitocondrias perinucleares (PNM) estao localizadas ao redor dos ntcleos (CHEN et al., 2012).
Estudos evidenciam que essas subpopulacdes mitocondriais parecem ser influenciadas de forma
desigual durante anomalias cardiacas apresentadas como isquemia/reperfusdo, insuficiéncia
cardiaca, envelhecimento, exercicio fisico e Diabetes Melittus (HOLLANDER, THAPA,
SHEPHERD:; 2014).

Essas formas desiguais podem ser disparidades estruturais e funcionais especificas,
contudo podem ser efeito dessas influéncias entre subpopulagdes mitocondriais afim de que o
estresse causado por um determinado afrontamento cardiaco impacta diferencialmente os locais
subcelulares e incluindo as mitocondrias contidas nele (HOLLANDER; THAPA; SHEPHERD,
2014). As diferencas morfologicas situam-se nas cristas, com uma estrutura lameliforme no
SSM enquanto uma estrutura tubular ¢ encontrada no IFM (HOPPELL et al., 2009). As
mitocondrias perinucleares apresentam-se como elementos chave na organizagdo e
funcionamento dos cardiomidcitos (LUKYANENKO; CHIKANDO; LEDERER, 2009).

De acordo com o estudo de Riva et al. (2005) realizado em miocitos de coragao de ratos
Sprague- Dawley com massa corporal 330-690 g que foram eutanasiados por decapitacao

(quatro coragdes foram removidos), no qual o objetivo foi demonstrar se existiam diferencas
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em duas populagdes mitocondriais bioquimicamente e topologicamente definidas. Utilizaram
microscopia eletronica de varredura de alta resolugdo para examinar o interior dessas organelas.
Na Figura 5 ¢ demonstrado uma fibra muscular cardiaca em corte transversal do ventriculo
esquerdo, esses quatro coragdes foram utilizados para isolar as mitocondrias subsarcolemais
(SSM) e mitocdndrias interfibrilares (IFM) de acordo com Palmer et al. (1977). De acordo com
a Figura 5a, as lacunas entre as colunas das mitocondrias representam o espago originalmente
ocupado pelas miofibrilas, as mitocondrias abaixo e adjacentes ao sarcolema correspondem ao
SSM (Figura 5b). Em contrapartida as mitocondrias situadas entre as lacunas correspondem ao
IFM (Figura 5c¢).

Dessa analise, 77% do SSM apresentavam cristas lameliformes e janelas completas que
sdo unidas a membrana limite por numerosas jungdes de cristas para utilizar a terminologia de

Perkins et al. (2000).

Figura 5. Mitocondrias cardiacas.

Descricio: (a)- um cardiomiocito é apresentado, extraido de maneira transversal e identificado pelo sarcolema,
destacado por uma série de setas. No interior do sarcolema, encontram-se as (b)- mitocondrias subsarcolemais
(SSM), enquanto (c)- as organelas centrais sdo representadas pelas mitocondrias interfibrilares (IFM). Os espagos
entre as IFM, anteriormente ocupados por miofibrilas, foram removidos. Fonte: Adaptado de Riva et al. (2005).

As mitocondrias interfibrilares (IFM) demonstram maior vulnerabilidade aos efeitos do
diabetes (DABROWSKI; GALAS, 2019) e desempenham um papel crucial na estimulagao da
apoptose no coracdo diabético (WILLIAMSON et al., 2010). Além disso, foi identificado que
aperda de cardiolipina est4 associada a cardiomiopatia dilatada em humanos e a IC hipertensiva
espontdnea em ratos. Essa reducdo de cardiolipina foi correlacionada com a diminuigdo da
atividade do complexo IV em ambas as populagdes de mitocondrias cardiacas (SPARAGNA et
al.,2007).

Estudo de revisao de Rosca e Hoppel (2012) evidencia a diminui¢do da producao de
energia mitocondrial como um fator chave na progressdo de IC. Até o momento, estudos
abordam a importancia de examinar a fun¢do mitocondrial medindo a fosforilagdo oxidativa

em subsarcolemais (SSM) e interfibrilares (IFM) as atividades dos complexos da CTE, enzimas
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marcadoras nas mitocondrias e homogeneizados preparados a partir do tecido cardiaco e
esquelético. Neste mesmo estudo, ao investigar a fun¢do mitocondrial ao longo da progressao
da doenga, os autores concluiram que a hipertrofia cardiaca compensatoria esta associada a um
aumento da capacidade oxidativa mitocondrial cardiaca, enquanto, na insuficiéncia cardiaca,
congestiva, as mitocondrias apresentam disfun¢do acentuada. A fisiopatologia da insuficiéncia
cardiaca ¢ considerada complexa, em razao dos seus efeitos fisioldgicos, que levam a apoptose
dos cardiomiocitos e desempenham um papel indispensavel na génese da doenga (TANALI,

FRANTZ, 2015).

2.2.2 A BIOENERGETICA DO METABOLISMO DOS CARDIOMIOCITOS

Nos coragdes saudaveis, cerca de 70% do ATP ¢ produzido por meio da B-oxidagdo de
acidos graxos (FAO), sendo essa via metabdlica predominante em comparagao com a oxidac¢ao
da glicose (ASHRAFIAN et al., 2007). A fosfocreatina (PCr) atua como um reservatério de
tampao de ATP, que diminui & medida que a insuficiéncia cardiaca progride. Ela ¢ uma
molécula energética essencial nas células, fornecendo fosfato de alta energia que ¢ transferido
das mitocondrias para a estrutura miofibrilar (NEUBAUER et al., 1997). Na IC, especialmente
em estdgios terminais, ocorrem mudancas significativas nas modificagdes quimicas. As
atividades de enzimas redox, como NDPH-transidrogenase, além de enzimas do ciclo de Krebs,
como a isocitrato desidrogenase, malato desidrogenase e aconitase, sdo drasticamente reduzidas
(PEPE; SHEERAN, 2017). No coracdo humano acometido pela insuficiéncia cardiaca (IC), a
capacidade de replicacito do DNA mitocondrial (mtDNA) encontra-se gravemente
comprometida. Esse comprometimento resulta na deplecio do mtDNA e na consequente
reducdo significativas das proteinas por ele codificadas. Como efeito, hd uma perturbacio na
biogénese mitocondrial, a qual contribui para a disfun¢do das mitocondrias no miocéardio doente
e acelera a progressao da IC (KARAMANLIDIS et al., 2014)

Em alguns outros estudos o coracdo com a IC “sem energia” ja foi extensivamente
revisado como conceito (INGWALL, 2006). As alteragdes no metabolismo energético do
coracdo tém varias consequéncias incluindo uma redug¢do na capacidade e eficiéncia da
respiracao mitocondrial e na produg¢ao de ATP (AUBERT; VEGA; KELLY, 2013). Na DCV o
aumento do estresse oxidativo acontece devido o desiquilibrio funcional das mitocondrias

cardiacas, diminuicao da producdo de ATP e abastecimento de energia, aumento do apoptose
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celular, como também comprometimento dos mecanismos autofagicos (DOMINIC et al.,
2014).
2.2.3 PRODUCAO DE ENERGIA E SUBSTRATO MITOCONDRIAL

De acordo com a sua demanda, o coragdo utiliza diferentes substratos para a produgdo
de energia. Em um coragao adulto saudavel, o substrato predominante utilizado ¢ a oxidagdo
mitocondrial de &cidos graxos (FAO), sendo responsavel por 60-80% da producdo cardiaca de
ATP, apos sdao observadas menores contribuigdes de glicose, lactato e corpos cetonicos
(KELLY; VEGA; AUBERT, 2013). Para se adaptar a condi¢des fisiologica e especificas, o
coracdo pode alterar sua contribuicdo proporcional num momento de esfor¢o relativo
(WILCOX et al., 2015).

O coragdo deficiente, como na IC, pode mudar sua fonte de acdo predominante,
deixando a oxidagdo mitocondrial de acidos graxos e passando a contribuir através das vias
glicoliticas. Essa mudanga ¢ mais evidente na IC tardia e terminal (STANLEY et al., 2005).
Estudos demonstram que essa mudanga se torna até 30% mais eficiente energeticamente na
insuficiéncia cardiaca devido a maior quantidade de ATP a ser produzida por mol de oxigénio
durante a oxidag@o de carboidratos (FUENTES, 2003). Essa diminui¢do na acao predominante
de acidos graxos na IC, pode estar relacionada ao defeito no metabolismo lipidico promovida
pela alteracdo na agdo do fator de transcricdo do receptor a ativado por proliferador de
peroxissoma (PPARa), que ¢ essencial no controle do metabolismo de 4cidos graxos. Foram
encontrados no coracdo de camundongos nocautes para PPARa aspectos anormais baixos de
varios transportadores de acidos graxos e enzimas mitocondriais que metabolizam acidos
graxos (WATANABE et al., 2000).

Os receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPAR) fazem parte de uma
familia de receptores hormonais nucleares que sdo abundantes em tecidos metabolicamente
ativos. Existem trés subtipos principais de PPARs denominados, a, /0 € y. O PPARa foi o
primeiro subtipo a ser descoberto, e destaca-se por sua capacidade Unica de promover a
proliferacdo de peroxissomos, que sdo organelas dentro das células envolvidas em processos
oxidativos, incluindo o metabolismo de 4cidos graxos (ROBINSON; GRIEVE, 2009). Assim
como também outros receptores hormonais, os PPARs conectam aos ligantes (4cidos graxos)
no citoplasma que se deslocam para o nucleo da célula, uma vez conectado ao nucleo eles se

associam a outros receptores chamados RXRs (receptores de acido 9-cix retindico) para formar
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duplas e se conectarem as regides de controle de genes conhecidas como regides promotoras

(KLIEWER et al., 1992).

2.2.4 Via Glicolitica

Estudos demonstram que a maior utilizacao de glicose no miocardio pode aumentar a
eficiéncia energética do coragdo, uma vez que essa via metabdlica produz mais ATP por
molécula de oxigénio consumida. Esse fendmeno ¢ especialmente relevante durante episodios
de isquemia e em casos de IC avan¢ada (STANLEY et al., 1997; DAVILA-ROMAN, 2002).

Na transi¢do de um coragao saudavel para um comprometido, ocorre uma mudanga
metabolica significativa: o uso predominante da B-oxidagdo de &cidos graxos ¢ reduzido,
enquanto a dependéncia da glicolise aumenta. Esse padrao reflete uma adaptacdo para um
fenotipo metabdlico glicolitico. A literatura cientifica é consistente ao apontar que, na IC, o
coracdo prioriza a glicose como principal fonte de energia em detrimento dos acidos graxos
(HOLLANDER; BASELER; DABKOWSKI, 2011). Para garantir uma contragdo cardiaca
eficaz, o coragdo utiliza diversas fontes de energia, incluindo 4cidos graxos, glicose, lactato,
cetonas, piruvato e aminoacidos. A maior parte dessa energia ¢ gerada por meio da fosforilagao
oxidativa nas mitocondrias, um processo altamente dependente de oxigénio. Isso faz do coragdao
um dos oOrgdos mais metabolicamente ativos por unidade de peso. Entretanto, qualquer
interrup¢do nessa via pode comprometer a fun¢do cardiaca, como observado em condigdes de
IC (LOPASCHUK, 2010; NEUBAUER, 2007). Quando a producao de energia ¢ prejudicada,
surgem consequéncias como a restri¢ao do metabolismo oxidativo mitocondrial, alteragdes nos
tipos de substratos utilizados e uma reducdo na eficiéncia energética do coracdo (STANLEY,
2005; NEUBAUER et al., 1997).

No metabolismo energético, a glicolise desempenha um papel essencial como via inicial
de degradagdo da glicose. Nesse processo, que ocorre no citosol, uma molécula de glicose ¢
quebrada em uma série de reagdes quimicas independentes das mitocondrias e do oxigénio,
caracterizando-se como uma etapa anaerobica. O produto final da glicélise sdo duas moléculas
de piruvato, acompanhadas da produc¢ao liquida de duas moléculas de ATP e de equivalentes
redutores (NADH), fundamentais para o suprimento energético celular. Posteriormente a
presenca de oxigénio, o piruvato pode ser transportado para a mitocondria e convertido em

acetil-CoA, iniciando o ciclo do 4cido citrico. Assim, a glicélise constitui uma via metabolica



38

indispensavel para o fornecimento rapido de energia e para a manutencao da homeostase celular

(ALBERTS et al., 2003).

2.2.5 Ciclo de Acido Citrico (Ciclo de Krebs)

Uma interconexao acontece para potencializar a producao de ATP, a glicolise ¢
conectada a uma segunda via, conhecida como ciclo do acido citrico ou Ciclo de Krebs (Figura
7), que ocorre nas mitocondrias e € aerobia, constituido por nove etapas, cada uma envolvendo
uma agao especifica das enzimas. Nesse processo acontece a execucdo do ciclo por trés vezes,
em cada etapa do ciclo sdo geradas moléculas que transportam energia, a cada vez que o ciclo
¢ completado sdao produzidas trés moléculas de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH),
uma unidade de flavina adenina dinucleotideo (FADH>) e uma unidade de guanosina trifosfato
(GTP). A glicolise processa cada molécula de glicose e gera duas moléculas de piruvato, um
composto classificado como cetodcido piruvato. O piruvato resultante da glicolise penetra na
matriz mitocondrial através do Transportador Mitocondrial de Piruvato (MPC). Essa
“estrutura” atua como um canal de entrada, permitindo que o piruvato atravesse a membrana
mitocondrial e chegue ao interior da mitocondria (HERZING et al., 2012). Dentro da
mitocondria, o piruvato € submetido a um processo de descarboxilagdo e oxidacao, seguido de
sua ligagdo a coenzima A, catalisado pela enzima piruvato desidrogenase (PDH), resultando na
formagdo de acetil-CoA; portanto, as duas moléculas de acetil-CoA derivadas de glicose na
matriz mitocondrial iniciam um ciclo catabolico complexo, o ciclo de Krebs, que da origem a
duas moléculas de CO», enquanto seus equivalentes eletronicos (dtomos de hidrogénio) sdo
removidos e usados para produzirem no total seis NADH, dois FADH e dois GTP. Essas
substancias carregam consigo a energia necessaria para as etapas subsequentes da producao de
ATP, que ¢ a principal fonte de energia nas células.

Apo6s o Ciclo de Krebs, as moléculas de NADH e FADH, que acumularam energia
durante as etapas anteriores do metabolismo, tornam-se pegas fundamentais no processo
chamado fosforilagdo oxidativa. Nesse estdgio, a maior parte de energia armazenada ¢
finalmente convertida em ATP, esse processo da fosforilagdo oxidativa envolve a transferéncia
de elétrons dos NADH e FADH para um aceptor final, o “oxigénio” através da Cadeia
Transportadora de Elétrons (CTE). Esse processo ¢ conhecido como respiragdo celular, pois

requer oxigénio molecular como um receptor final ou destino para transferéncia de elétrons. A
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respiragdo celular estd acoplada a producao de ATP pelo ATP-sintase também conhecido como
complexo V da cadeia transportadora de elétrons. Sdo formadas aproximadamente 30
moléculas de ATP a cada oxidagdo completa de uma tunica glicose (BERG; TIMOCZKO;
STRYER, 2002).

Figura 6. Esquematizagio visual do processo bioldgico conhecido como Ciclo do Acido Tricarboxilico (Ciclo de

Krebs).
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Descricao: ilustrando as etapas e interagcdes das moléculas envolvidas neste importante ciclo metabolico. Fonte.
Elaborado pelo autor (2024). Criado com BioRender.com.

2.2.6 Cadeia Transportadora de Elétrons (CTE)

Para facilitar o processo essencial chamado Fosforilagio Oxidativa (OXPHOS), as
mitocondrias utilizam por volta de 90% do oxigénio consumido pela célula. O ATP, principal
fonte de energia, estd diretamente envolvida nesse processo. Durante a OXPHOS, os elétrons
liberados apos a oxidacao de NADH e FADH> que sdo os principais produtos do Ciclo de Krebs,
sao transferidos ao longo da CTE. Esse processo complementa na entrega dos elétrons ao
oxigeénio, que atua como um aceptor final de elétrons. Essa transferéncia de elétrons ao longo

da cadeia de transporte de elétrons ¢ essencial para a eficiente producdo de ATP (BRAND;
NICHOLLS, 2011).
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A CTE ¢ composta por quatro complexos enzimaticos classificados como I, II, IIT e IV
que estdo agrupados na membrana mitocondrial interna (MMI), mais especificamente nas
cristas e por transportadores de elétrons soluveis, o citocromo ¢ e a coenzima Q (GENOVA;
BIANCHI; LENAZ, 2003). Segundo a Teoria Quimiosmotica de Peter Mitchell (MITCHELL;
1961) o processo de transferéncia de elétrons resulta na criagdo de um gradiente de protons
(ApH) por meio da (MMI). Esse gradiente ¢ formado por uma maior concentragdo de protons
no lado externo da membrana em comparagdo ao lado interno, enquanto ions hidroxila (OH")
se acumula no lado interno. A combinagdo do gradiente de protons (ApH), com o gradiente
elétrico (AYm) forma uma forga motriz de protons (Ap também denotada como ApH). Essa
forca motriz de protons ¢é essencial para impulsionar a sintese de ATP a partir de difosfato de
adenosina (ADP) e fosfato inorgénico (P;). Esse processo ¢ mediado pela enzima F | F ¢ ATP
sintase (complexo V) (BERNARD; ROSSIGNOL, 2008). Ha aberra¢des na cadeia respiratoria
em individuos com IC que demonstram estar relacionadas com a diminuigdo da atividade dos

complexos [ e IV (ARBUSTINI et al., 1998).

Figura 7. Visdo esquematica do Processo de Fosforilagdo Oxidativa (OXPHOS).
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Descricio: no decorrer das fases prévias da glicolise e do Ciclo de Krebs, as moléculas de NADH e FADH2 sédo
oxidadas por meio do complexo I (CI) e complexo II (CII), respectivamente. Os elétrons resultantes sdo
transferidos para a ubiquinona (Q), que por sua vez, os conduz para o complexo III (CIII). Nesta etapa, os elétrons
sdo transferidos para o citocromo ¢ (C) em seguida para o complexo IV (CIV), onde sdo empregados na redugao
de O2 a H20. Paralelamente a transferéncia de elétrons, protons sdo bombeados da matriz (indicado por setas
vermelhas) para o espago intermembrana (IMS). A for¢a motriz gerada pelos prétons é entdo utilizada pelo
complexo V (CV) para sintetizar ATP. Elaborado pelo autor (2024). Criado com BioRender.com.
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Complexo I: NADH desidrogenase também conhecida como complexo I (CI), ¢ a
primeira parte da “corrente elétrica” nas células. A primeira etapa € como a energia ¢ extraida.
Este complexo ¢ como uma maquina com 44 pecas diferentes chamadas subunidades,
organizados em trés partes: um “braco” da membrana (chamado modulo P) e dois “dominios”
salientes para dentro da célula (modulo N e Q). O médulo N contém algo chamado FMN, que
desempenha um papel importante ao ligar e oxidar o NADH, uma molécula cheia de energia.
Enquanto isso o modulo Q tem a fungdo de se ligar a ubiquinona, outra molécula chave no
transporte de elétrons. A transferéncia de elétrons entre esses dois modulos ocorre em
aglomerados de ferro/enxofre, algo como pequenos pontos de transferéncia de energia. O
“brago” periférico do Complexo I é formado por proteinas que tém codigos dentro do nucleo
da célula, que inclui 7 pecas centrais e outras 30 pecas acessoOrias que ajudam a estabilizar a
maquina e a protegé-la contra possiveis danos causados por substincias reativas de oxigénio.
Desta forma o Complexo I ¢ uma maquina complexa, mas essencial, que inicia o processo de
obtencao de energia nas células (VARTAK; SEMWA; BAI 2014).

Complexo II: A succinato desidrogenase (SDH), também conhecido como complexo II
(CII), é uma estrutura integrada & membrana. Esta enzima desempenha papeis essenciais tanto
no ciclo do &cido citrico (TCA) quanto na cadeia de transporte de elétrons (CTE) nas
mitocondrias, sua principal fungdo € catalisar a oxidagao do succinato para fumarato, uma etapa
central no ciclo de 4cido citrico. Durante esse processo, o FAD (flavinaadeninedinucleotideo)
¢ reduzido a FADH;, que por sua vez reduz a uniquinona para ubiquinol (RUTTER;
SCHIFFMAN, 2010).

Complexo III: A ubiquinol: citocromo ¢ oxidorredutase, também conhecida como
citocromo bcl ou complexo III (CIII), desempenha um papel importante no coragao do processo
de respiracdo celular. Este complexo ¢ como o ponto central de uma cadeia de eventos que
envolvem a transferéncia de elétrons. Na levedura, ¢ composto por 10 pecas diferentes e nos
mamiferos uma subunidade extra foi identificada. Essa subunidade extra ¢ como um “endere¢o”
especifico da proteina, chamada Rieske/UQCRFSI1, que permanece ancorada ao complexo
mesmo depois de passar por um processo de clivagem proteolitica. Esse complexo tende ser
uma central elétrica nas células, onde a energia passa por uma série de pontos de controle, sendo
aubiquinol: citocromo ¢ oxidorredutase um desses pontos cruciais. Ele coordena a transferéncia
eficiente de elétrons, contribuindo para o processo continuo de producdo de energia nas

mitocondrias (BRANDT et al., 1993).
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Complexo IV: O citocromo ¢ oxidase (COX), também conhecida como complexo IV
(CIV) ¢ a ultima etapa necessaria da cadeia de transporte de elétrons (CTE). Essa enzima tem
uma massa molecular de cerca de 200 KD a e nos mamiferos ¢ composta por 13 pecas
diferentes. Dessas 10 sdo codificadas no nucleo da célula e 3 sdo codificadas pelo DNA
mitocondrial (MTCO1, MTCO2 e MTCO3), formando o nucleo funcional do complexo.
Consideramos o COX como a pega final de um circuito elétrico nas nossas células. Ele recebe
os elétrons passados por toda cadeia e realiza o processo final de redugao de oxigénio para agua,
essencial para completar o ciclo de producao de energia na respiracao celular. Essa descoberta
recente adiciona uma camada de complexidade a nossa compreensdo da maquina bioquimica
que impulsiona a vida celular (ZONG et al., 2018).

Complexo V (ATP Sintase): A enzima responsavel por facilitar a sintese de ATP a partir
de ADP e fosfato ¢ também conhecida como complexo V. Essa complexa estrutura € constituida
por dois dominios principais, o dominio F,, orientado em dire¢do a matriz mitocondrial e o
dominio F, localizado na membrana mitocondrial interna (MMI). No organismo humano o
complexo V ¢ composto por 29 proteinas distintas, pertencentes a 18 tipos diferentes, sendo
notavel que apenas 2 dessas proteinas sdo codificadas pelo DNA mitocondrial (mtDNA)
nomeados ATP6 ¢ ATP8 (JONCKHEERE; SMEITINK; RODENBURH, 2012; ABRAHAMS
etal., 1994).

2.2.8 Adenina-nucleotideo-translocase (ANT)

Nos ultimos vinte anos foi observado um aumento no vazamento de prétons nas
mitocondrias relacionado ao envelhecimento em diversos tecidos e tipos de células como
coragdo, figado, rim (SERVIDIO et al., 2007), musculo esquelético (ASAMI et al., 2008; LAL
et al., 2001), testiculos (AMARAL et al., 2008) e microvasos cerebrais (SAKAMURI et al,
2022) em roedores e invertebrados (PHILIPP, PORTNER, 2005).

A Adenina Nucleotideo Translocase -1 (ANT1) € uma proteina essencial localizada na
membrana interna das mitocondrias, responsavel por regular a producao de energia na célula,
sua func¢do primordial € facilitar o transporte de moléculas de adenosina trifosfato (ATP) do
interior das mitocondrias para o citoplasma celular, enquanto simultaneamente importa
moléculas de adenosina difosfato (ADP) da célula para dentro das mitocondrias. Essa atividade
¢ essencial para a geragdo de energia celular (RUPRECHT et al., 2019).

Nos seres humanos existem quatro isoformas da proteina translocadora de nucleotideos

de Adenina (ANT) (STEPIEN et al, 1992, DUPONT et al, 2012). A ANTI1 ¢
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predominantemente expressa no coracao e musculo (NECKELMAN et al., 1987; Ll et al 1989),
enquanto a ANT2 ¢é considerada sistémica e induzivel (BATTINI et al., 1987; COZENS;
RUNSWICK; WALKER, 1989). A ANT3 também ¢ sistémica (HOUDSWORTH; ATTARDI,
1988), enquanto a ANT4 ¢ especifica do testiculo (DOLCE, 2005).

Figura 8. Vazamento de Protons (Leak Respiration).
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Descricéio: o vazamento de protons nas mitocondrias desempenha um papel essencial no envelhecimento cardiaco,
normalmente as mitocondrias bombeiam prétons através de diferentes complexos para criar um gradiente,
impulsionando a produ¢do de ATP. No entanto, nesse processo ha alguns protons que vazam de volta para a matriz
mitocondrial através de varias proteinas, como ANT1 e UCPs, além da propria membrana interna. Com o
envelhecimento esse vazamento aumenta a0 mesmo tempo em que a capacidade do organismo de tolerar seus
potenciais efeitos prejudiciais diminui, esse vazamento ¢ necessario para manter processos fisioldgicos como a
termogénese, mas quando esse vazamento se torna excessivo pode contribuir para a progressao do envelhecimento
no coracdo e desencadear patologias em outros 6rgdos. Elaborado pelo autor (2024). Criado com BioRender.com.
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2.2.9 Transportador de Fosfato Mitocondrial (PiC)

O transportador de fosfato mitocondrial (PiC) ¢ uma proteina transportadora de soluto
mitocondrial, que ¢ codificada por SLC25A3 em humanos. PiC ¢ um importante substrato
usado na produ¢do de energia, através da membrana mitocondrial interna (MMI) onde ocorre a
respiragdo celular. Isso € essencial para a produgdo de ATP, a molécula de energia das células,
além disso o PiC desempenha um papel na regulagdo do célcio dentro das mitocondrias,
também foi observado que o PiC influencia os processos de sobrevivéncia celular
possivelmente interagindo com outras proteinas envolvidas na regulacdo do apoptose
(SEIFERT et al., 2015).

Poucos estudos se concentraram em entender o papel especifico do PiC na OXPHOS,
em vez disso os pesquisadores ja sabiam que o fosfato externo (Pi exdgeno) era necessario para
a produgdo de energia e usavam a respiragao celular como uma medida para estudar como o
fosfato ¢ transportado através da membrana interna (MMI). No entanto, um estudo conduzido
por Fonyo e Ligeti (1978) explorou o papel do fosfato na captura de ions usando substincias
chamadas Mersalil e NEM. Nesse estudo descobriram que o PiC desempenha um papel

essencial na doagdo de ions de hidrogénio (H") durante o processo de respiragdo celular

(FONYO; LIGETI, 1978).

2.3.0 CS- Citrato Sintase na Bioenergética Celular

A citrato sintase (CS) ¢ produzida no ribossomo citoplasmatico e desloca-se para a
matriz mitocondrial, onde a CS desempenha uma funcao essencial no Ciclo de Krebs também
conhecido como Ciclo do Acido Citrico (CHHIMPA et al., 2023). A CS é uma enzima cuja
atividade ¢ utilizada como biomarcador para medir a quantidade e a saide das mitocondrias
(JACOBS, 2012).

No musculo esquelético, a atividade da CS estd envolvida na glicolise aerdbia, sendo
crucial para a producdo de energia e eficiéncia no uso do oxigénio (LARSEN, 2012). O piruvato
desidrogenase, produzido durante a glicolise, converte o piruvato em Acetil-CoA na
mitocondria. No Ciclo de Krebs, a citrato sintase promove a unido do acetato do acetil-CoA
com o oxaloacetato, formando citrato (WIEGAND & REMINGTON, 1986). Dentro do Ciclo
de Krebs, o citrato ¢ utilizado para a formagdo de 2 NADH, 1 FADH e 1 ATP, que serdo
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posteriormente utilizados na Cadeia Transportadora de Elétrons (CTE), gerando mais ATPs por
fosforilagdo oxidativa através do complexo IV (ANDERSON et al., 2018).

ApoOs o treinamento de resisténcia, hd& uma melhora significativa na capacidade
oxidativa do corpo humano, acompanhada por um aumento proporcional na atividade do citrato
sintase muscular. Ou seja, & medida que o corpo melhora o consumo de oxigénio devido o
treinamento, ha um aumento correspondente na atividade da CS (SCHNEIDER & OLIVEIRA,
2004).

2.3.1 Disfungao Mitocondrial, Menopausa ¢ Doencas Cardiovasculares

A principal fonte de energia do coragdo adulto provém da B-oxidagdo mitocondrial de
acidos graxos, que corresponde a aproximadamente 50% a 70% do total (ZHANG et al., 2010).
No entanto, essa preferéncia pode variar de acordo com os nutrientes disponiveis, permitindo
que o musculo cardiaco ajuste dinamicamente seu metabolismo. Por exemplo, ele pode transitar
de uma maior utilizacdo de lipidios para uma dependéncia predominante de glicose como fonte
de energia, a fim de manter uma producdo estavel de ATP (STANLEY, 2005).

Em situagdes de disfungdao mitocondrial, a CTE pode ser comprometida, resultando na
redugdo da sintese de ATP e no aumento do estresse oxidativo. Esses desequilibrios podem
desencadear o mecanismo intrinseco de apoptose nos cardiomidcitos, contribuindo para a
progressao de danos cardiacos (GREEN; REED, 1998).

A menopausa representa um marco significativo da mulher, potencialmente
contribuindo para o surgimento de DCVs. Esse periodo esta associado a mudangas no perfil de
risco cardiovascular de saide metabdlica e a presenga subclinica de aterosclerose (WELLONS
et al., 2012). As agdes dos hormodnios sexuais femininos no coragdo podem ter como alvo
principal as mitocondrias. E amplamente reconhecido que essas estruturas desempenham uma
funcdo essencial na supervisdo dos processos vitais para a sobrevivéncia celular, como a
producao de ATP, a formacao de EROs, a mobilizagdo de calcio intracelular e o controle do
processo de apoptose celular (WALLACE, 2005; MADAMANCHI; RUNGE, 2007;
GUNTER; PFEIFFER, 1990).

2.3.2 Disfun¢ao Mitocondrial

Os estrogénios desempenham uma fun¢do de protecdo nas mitocondrias por meio de

efeitos tantos diretos quanto indiretos em diversos tecidos (KLINGE, 2017; CHEN et al., 2009).
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Estudos demonstraram que a regulacdo estrogénica da quantidade e desempenho das
mitocondrias contribui para a preservacao da integridade nos tecidos vasculares, cardiacos e
neurais (DUCKLES et al., 2006; VELARDE, 2014). Os estrogénios aparentam influenciar
diferentes aspectos da fungdo mitocondrial, abrangendo a produ¢dao de ATP, a geragdao de
EROs, as defesas antioxidantes, o potencial de membrana mitocondrial e a regulagdo do célcio
(SIMPKINS et al., 2008) como também desempenha um papel nas disparidades observadas na
incidéncia de doencas cardiovasculares, entre homens e mulheres, bem como entre mulheres na
pré e pés-menopausa (MOSCA et al., 2011). Foi demonstrado que mulheres na pds menopausa
tém uma probabilidade mais elevada de apresentar Disfuncdo Diastdlica do Ventriculo
Esquerdo (DDVE), em compara¢do com homens da mesma idade. Isso sugere uma associagao
bastante significativa entre a DDVE e a falta do E2 (GOKCE et a/.,2003; VOUTILAINEN et
al., 1993).

2.3.3 EXERCICIO FiSICO

A perda de massa magra ¢ dos efeitos naturais do envelhecimento (THOMAZ et al.,
2021). A massa muscular diminui progressivamente entre 3 e 8% a cada década apos os 20
anos, podendo chegar a 5-10% a partir dos 50 anos em ambos os sexos (VOLPI, NAZIMI,
FUJITA, 2004). Durante a menopausa, as mulheres enfrentam mudancas fisiologicas
significativas, incluindo a reducdo da taxa metabdlica basal, a perda de massa magra e o
aumento de peso caracteristico da meia-idade. No entanto, esse ganho ponderal estd mais
fortemente relacionado ao processo de envelhecimento do que propriamente a menopausa
(LOVEJOY; SAINSBURY, 2009).

O envelhecimento promove alteracdes progressivas que prejudicam a aptiddo
cardiorrespiratoria, contribuindo para o surgimento de distirbios cardiometabolicos, como
aterosclerose, diabetes e insuficiéncia cardiaca (CHU et al., 2020; LEE et al., 2019; QIU et al.,
2021; WANG et al., 2020). A pratica regular de exercicios € uma abordagem nao farmacologica
eficaz para amenizar esses efeitos, promovendo melhorias na composi¢do corporal e na fungao
mitocondrial (ASIKAINEN; KUKKONEN; MIILUNPALO, 20212; MENDOZA et al., 2016).
O treinamento resistido destaca-se por aumentar a forga, a capacidade funcional e a fung¢do
hemodinamica, mesmo em pacientes cardiacos (BENTON, 2007). Eleva o volume mitocondrial
em idosas (MANFREDI et al., 2013), melhora o metabolismo basal e a capacidade oxidativa

muscular (KOKKINOS et al., 2000). O treinamento aerobico também se evidéncia nos
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beneficios da qualidade de vida ampliando o VO: e reduzindo gordura corporal mais que o
treino de resisténcia (POLLOCK et al., 2000), melhora a contratilidade cardiaca, a circulagao
microvascular e a extragao de oxigénio (MANUSETO et al., 2015; BENNO et al., 2006). Além
disso o exercicio melhora a fun¢do endotelial e a vasodilatagdo em pacientes com insuficiéncia
cardiaca, aumentando a producdo de 6xido nitrico e reduzindo radicais livres (HAMBRECHT
et al, 1998). A aptidao cardiorrespiratoria na meia-idade ¢ um preditor relevante de
insuficiéncia cardiaca (MOZAFFARIAN et al., 2015). O exercicio € reconhecido como terapia
essencial para essa condicao (FLEG et al., 2015), sendo considerado um “medicamento” para
25 doencgas cronicas, conforme Pedersen e Saltin (2015). Arena (2015) refor¢a que a capacidade
funcional é um indicador vital e o exercicio, uma forma de tratamento.

O sedentarismo e a hipertensao arterial (HA) permanecem como fatores que contribuem
para as doengas cardiovasculares aumentando assim o grau de mortalidade global (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010). A pratica regular de atividade fisica constitui uma
estratégia de intervencdo em satde publica, elevando os indices de qualidade de vida
relacionado a saude, a redugdo dos sintomas depressivos e ao aprimoramento do controle
hemodindmico como a pressao arterial (MELO ef al., 2014), atualmente tem sido reconhecida
como um determinante comportamental de grande relevancia, exercendo efeitos volumosos
sobre a saude fisica, cerebral, nos processos cognitivos ¢ o bem-estar mental ao longo do ciclo
vital (KATZMARZYK et al., 2022; DOMINGOS et al., 2021; ZHANG et al., 2023,
ERICKSON et al., 2019).
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3 HIPOTESES

A principal hipotese deste estudo baseou-se no efeito da ovariectomia, que poderia
comprometer a fungdo mitocondrial dos cardiomidcitos do ventriculo esquerdo, causando
alteragdes nos estados respiratérios acoplados a partir de substratos que ativam a CTE a partir
dos complexos I e II, e, consequentemente, diminuir a producdo de ATP, o que poderia ser o
fator essencial para o surgimento de disfungdes cardiacas associadas a menopausa.

A partir da hipdtese principal, também podemos destacar as seguintes hipdteses
secundarias:

a) a diminuicao dos hormonios ovarianos poderia comprometer a expressao de genes e
proteinas envolvidas no metabolismo bioenergético mitocondrial, afetando os complexos da
Cadeia Transportadora de Elétrons (CTE) e do transporte de substratos essenciais 8 OXPHOS
(como PiC e ANT1), resultando em prejuizos a eficiéncia mitocondrial dos cardiomiécitos do
ventriculo esquerdo;

b) o treinamento resistido exerceria um efeito protetor sobre a fungdo mitocondrial
cardiaca, sendo capaz de restaurar ou preservar os estados respiratorios mitocondriais além de
modular a expressdo génica de marcadores associados a biogénese mitocondrial e a producao
de energia de ambos os grupos treinados;

¢) a melhora da fun¢do mitocondrial promovida pelo exercicio resistido poderia
representar uma estratégia terapéutica ndo farmacoldgica eficaz para prevenir ou diminuir os
efeitos cardiovasculares associados a perda dos hormodnios ovarianos, contribuindo para a
manutenc¢ao da saude cardiaca das mulheres

Essas hipdteses buscaram esclarecer os mecanismos fisioldgicos na interacdo entre
menopausa, disfun¢do mitocondrial e doengas cardiovasculares, além disso propde integrar o
exercicio fisico como uma intervencdo terapéutica contribuindo para a compreensdo e

prevencdo de complicacdes cardiovasculares associadas a deficiéncia de estrogénio (E2).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo buscou investigar os efeitos da ovariectomia (OVX) e do Treinamento
Resistido (TR) sobre a funcdo e o metabolismo bioenergético mitocondrial de biopsia de

cardiomiocitos do ventriculo esquerdo de ratas maduras jovens.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar e comparar os efeitos da OVX e do TR sobre a funcdo respiratoria
mitocondrial (estados respiratorios) de bidpsia em cardiomidcitos do ventriculo

esquerdo de grupos sedentarios e treinados;

b) Analisar e comprar a expressao génica das proteinas dos cardiomiodcitos envolvidas na
cadeia transportadora de elétrons (CTE) e na Fosforilacdo Oxidativa (OXPHOS) em

ratas maduras jovens submetidas a OVX, sedentarismo e TR;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Todos os procedimentos experimentais realizados deste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Carlos (CEUA/UFSCar),
sob o protocolo n® 4381011222. A pesquisa seguiu rigorosamente os principios éticos
estabelecidos no Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 2011), na Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de
Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica- DBCA (Resolu¢ao Normativa
CONCEA 55, 2023), e no Guia Brasileiro de Produ¢do, Manutencao ou Utilizagdo de Animais
em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica (CONCEA, 2023). Para que o bem-estar no
animal fosse assegurado, seguimos as conformidades dos padrdes legais e éticos de
experimentacdo, o pesquisador responsavel participou e concluiu com éxito a Capacitacao no
Uso e Manejo de Animais de Laboratério, sendo reconhecido pelo certificado (n° YVZ6-YKL9-
9R6F-5KF7). Este curso capacitou os fundamentos do manuseio €tico do animal, além dos
principios dos 3Rs (Redug¢do, Refinamento e Substitui¢cdo), visando minimizar o sofrimento do

animal e garantir qualidade nos dados cientificos obtidos.

5.2 ESPECIES UTILIZADAS E AMBIENTE DE EXPERIMENTACAO

A amostra consistiu em 20 ratas Wistar (Rattus novergicus albinus), todas adultas
jovens, provenientes do Biotério Central da UFSCar apés a aprovacio da Comissio de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Sao Carlos (CEUA/UFSCar). Ao longo de todo o
periodo experimental, as ratas foram alojadas em caixas de polipropileno com dimensdes de 41
cm x 34 cm x 17,5 cm, contendo leito de maravalha, com no maximo cinco ratas por caixa. Os
animais foram mantidos no biotério do Laboratodrio de Fisiologia do Exercicio do Departamento
de Ciéncias Fisiologicas (DCF/UFSCar), em condigdes controladas de temperatura (22+2°C),
umidade relativa do ar (55% a 65%) e iluminagdo em ciclo invertido de 12 horas (6-18h escuro
e 18h-06h claro). Os animais tinham acesso a agua filtrada e receberam uma dieta ad libitum.
A higiene das caixas era realizada trés vezes por semana (segunda, quarta e sexta-feira) as 7h,
com verificagdes das condi¢des dos animais aos fins de semana e feriado. Os animais chegaram
ao biotério do laboratério de Fisiologia do Exercicio UFSCar com oito semanas de vida, onde
foram separados e distribuidos em quatro grupos diferentes, onde passaram por aclimatagao ao

biotério e ciclo invertido por um periodo de trés semanas.
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5.3 INGESTAO DE ALIMENTOS E MASSA CORPORAL

A supervisdo diaria da quantidade de alimentos consumidos pelos animais ocorreu as 7
h, com a administragdo da racao peletizada (SOCIL/ADM) em conformidade com as diretrizes
do American Institute os Nutrition (AIN) para animais adultos AIN-93M (COSTA et al., 2014).
A distribuicdo equitativa da ragdo foi assegurada em todos os grupos, a avaliagdo da massa
corporal (MC) foi conduzida semanalmente, as 8 h de todas as sextas-feiras, ao longo de todo
o periodo experimental, utilizando uma balanga eletronica com precisao de 0,5 g (BEL

Engineering®), apos o periodo de aclimatagio.

5.4 DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram alocados de maneira randomizada em quatro grupos diferentes (n=5
ratas por grupo) a fim de minimizar vieses de selecdo e garantir homogeneidade entre os grupos.
Em seguida foi realizado através de sorteio utilizando o programa Excel (Microsoft
Corporation) a partir da formula: = ALEATORIO (), para atribuicio de cada grupo
experimental:
1) Intacto Sedentario (INT-SED);
2) Intacto Treinamento Resistido (INT-RT);
3) Ovariectomizado Sedentario (OVX-SED);
4) Ovariectomizado Treinamento Resistido (OVX-RT).

Figura 9. Organizacgdo dos grupos experimentais.
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Descricdo: n: nimero de ratas; INT: ratas intactas; OVX: ratas ovariectomizadas; SED: sedentario; TR:
treinamento resistido. Elaborado pelo autor (2024). Criado com BioRender.com.
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5.5. PROCEDIMENTO CIRURISCO: OVARIECTOMIA

Os animais pertencentes ao grupo OVX foram submetidos ao procedimento cirurgico
de ovariectomia bilateral apos atingirem 13 semanas de idade, seguindo o protocolo proposto
por (KALU, 1991), apresentando uma massa corporal média de 281,9 = 13,6 g. A anestesia foi
induzida pela combinagao de xilazina (10 mg/kg de peso corporal) e ketamina base (5 mg/kg
de peso corporal), administradas por via intraperitoneal. Apds a anestesia, as ratas foram
colocadas na mesa cirirgica em posicao de decubito lateral, em seguida foi realizada uma
pequena incisao bilateral (1,0-1,5 cm) na pele e na camada muscular, aproximadamente 1 cm
abaixo da ultima costela e perpendicular ao corpo do animal utilizando tesoura e pinga cirargica.
Ap0s abrir a cavidade peritoneal, os ovarios foram localizados e removidos, com a ligadura
realizada com fio de poliéster (Coats) sob a fimbria, previamente tratado com iodo. Apds a
remocao, as incisdes musculares e cutaneas foram suturadas com fio de seda 4-0 estéril (Shalon
Medical), e foi administrado Pentabiotico® (0,1 mL/kg) e Tramadol (Img/kg) por via
intramuscular.

As ratas foram entdo monitoradas em gaiolas isoladas durante a recuperagdo da
anestesia. Os animais dos grupos INT-SED e INT-RT ndo passaram pela ovariectomia. O
Treinamento Resistido (TR) teve inicio uma semana apos a cirurgia, conforme recomendado
por Brinton (2012), que sugere esse intervalo para que os niveis de 17B-estradiol no plasma

atinjam valores baixos ou quase indetectaveis.

5.6 TREINAMENTO RESISTIDO (TR)

5.6.1 Adaptacao ao Protocolo de Treinamento Resistido

Os animais do grupo treinado foram submetidos a sessdes de familiarizacdo com o
protocolo de Treinamento Resistido (TR). Essas sessdes ocorreram ao longo de trés dias
consecutivos durante os quais os animais foram desafiados a escalar uma escada vertical com
dimensodes de 1,1 m x 0,18 m, com espacamento entre os degraus de (2 cm) e inclinagao de 80°.
Inicialmente foram realizadas trés subidas abordando diferentes se¢des da escada (Figura 12a):
a primeira proxima ao topo (1/3 superior), a segunda a partir do meio da escada, e a terceira a
partir da base (1/3 inferior). Apds essas trés escaladas iniciais, os animais subiram mais trés
vezes percorrendo os 57 degraus da escada até atingirem o topo.

Ao iniciar o processo de adaptagdo no primeiro dia, as ratas executaram todas as

escaladas sem fita adesiva fixada na cauda e sem o dispositivo de carga. J& no segundo dia de
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adaptacdo, as subidas foram realizadas exclusivamente com a fita adesiva presa a cauda. No
terceiro dia de adaptagdo, as escaladas foram conduzidas com o aparato de carga vazio fixado
na cauda (Figura 12b). Os aparatos de carga foram projetados pelos pesquisadores do
laboratorio a partir de tubos de polipropileno do tipo falcon de 50 mL. As cargas aplicadas
nesses dispositivos consistem em chumbos para pesca de diversos tamanhos e massas (Figura
12¢). O dispositivo de carga foi fixado na por¢ao mais préxima da cauda dos animais usando
fita adesiva (3M Brasil), e esses animais foram posicionados no inicio da escada (parte inferior),
com a tarefa de escalar até o topo da escada (parte superior). Quando necessario, o pesquisador
podia aplicar um estimulo na ponta da cauda dos animais, utilizando os dedos polegar e
indicador no formato de pinga, para iniciar o movimento de escalada. A extensao total da escada
permitia que os animais realizassem entre 8§ ¢ 12 movimentos em cada subida. No topo da
escada, havia uma cAmara de alojamento em formato de casa com dimensdes de (20 cm?), onde

os animais descansavam por um periodo maximo de 120 segundos apos escalarem todos os
degraus.

Figura 10. Equipamentos utilizados para o TR.
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Descricao: a-escada; b-aparato de carga; c-pesos de diferentes massas. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

5.6.2 Determinagdo da Carga Méaxima de Carregamento (CMC)

Apos as sessoes de familiarizacdo dos animais com o protocolo de TR, a primeira subida

envolveu carregar uma carga equivalente a 80% da massa corporal do animal. Ap6s um periodo
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de recuperagao de 120 segundos, a segunda subida foi realizada com um acréscimo de peso de
30 g. Essa progressao no aumento da carga em 30 g foi repetida em cada subida por quatro
vezes, ou até atingir uma carga na qual os animais nao pudessem percorrer toda a escada. A
carga maxima carregada ao longo de todo percurso da escada foi considerada a Carga Maxima
de Carregamento (CMC) da rata.

A determinag¢ao de CMC foi sempre realizada na primeira sessdo semanal, que ocorria
as segundas-feiras, iniciando com 80% e incluindo incrementos de 30 g. Essa padronizagdo nas

sessoes de treinamento foi mantida ao longo de todo o experimento.

5.6.3 Protocolo de Treinamento Resistido

O protocolo de TR foi elaborado com base no modelo proposto por Hornberger e Farrar
(2004) e adaptado por Queiroz et al. (2025). As sessdes de TR consistiram em cinco subidas
com cargas progressivas de 65%, 70%, 75%, 80% e 85% da Carga Maxima de Carregamento
(CMC) de cada animal. Essas sessdes foram conduzidas duas vezes por semana (quarta e sexta-
feira) as 13:00 horas com um intervalo de 48 horas entre as sessdes (Tabela 1). Todas as sessdes
de treinamento ocorreram no Laboratorio de Fisiologia do Exercicio da UFSCar, com uma
duracdo média de cerca de 2 horas, com ciclo invertido de 12/12 horas em um ambiente
escurecido (6h-18h) e iluminado (18h-6h) por luz vermelha de 150 W para facilitar a
visualizagdo dos pesquisadores. As sessdes de treinamento foram realizadas de forma
sistematica ao longo de 20 semanas totalizando 59 sessdes de TR ao término do experimento.

Na semana 20, foram realizadas a CMC e apenas uma sessdo de TR (quarta-feira).

Tabela 1-Distribuicio semanal de treinamento.

Grupos Segunda Terga Quarta Quinta Sexta
INT-TR CMC X Treino X Treino
OVX-TR cCMC X Treino X Treino

Descri¢do: Cronograma de treinamento semanal dos grupos INT-RT e OVX-RT apos trés sessdes de adaptagao.
CMC: Carga Maxima de Carregamento. Elaborado pelo autor (2025).
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5.7 RESUMO DO DESENHO EXPERIMENTAL

Figura 11. Planejamento experimental.
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Descriciio: Cronograma das etapas realizadas desde a chegada dos animais ao biotério do laboratério até a
eutanasia. OVX: ovariectomia; TR: treinamento resistido; CMC: carga maxima de carregamento. Fonte: Elaborado
pelo autor (2025).

5.8 EUTANASIA DOS ANIMAIS E COLETA DOS TECIDOS

Ao término do experimento, todos os animais foram submetidos & eutanasia por meio
do método de decapitacdo, realizada sob leve efeito anestésico com isoflurano seguindo as
diretrizes estabelecidas pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em
Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica- DBCA (RESOLUCAO NORMATIVA 55 DO
CONCEA, 2023). Esse procedimento ocorreu 48 horas apos a tlltima sessao de treinamento. Os
tecidos foram coletados por meio de biopsia imediatamente apos a eutandsia, logo em seguida
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer (-80°C) para andlises de expressao
génica. As amostras destinadas a respirometria foram encaminhadas imediatamente com
reagente para analise, seguindo o protocolo estabelecido. Os tecidos utilizados para este estudo
foram os cardiomidcitos do ventriculo esquerdo onde se encontra os maiores nimeros de
mitocondrias cardiacas. O Utero também foi examinado para avaliar e comparar a massa € o

tamanho entre os grupos INT e OVX.
5.9 ANALISE DA FUNCAO RESPIRATORIA MITOCONDRIAL
5.9.1 Coleta e Preparacdo das Amostras

Os cardiomidcitos do ventriculo esquerdo foram cuidadosamente coletados € imersos

imediatamente em solugdo preservadora, composta pelos seguintes componentes: BIOPS:
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(tampao Ca-EGTA 10mM, célcio livre 0,1 uM, imidazol 20 mM, taurina 20 mM, K-MES 50
mM, DTT 0,5 mM, MgCL 6,56 mM, ATP 5,77 mM, fosfocreatina 15mM, pH 7,1) por 5
minutos no gelo (LETELLIER et al., 1992). Apos esse periodo os tecidos foram dissecados
para possibilitar a remocao de duas amostras dos cardiomiocitos com massa imida pesando em

torno de 4-6mg.

5.9.2 Permeabilizagao Mecanica ¢ Quimica

As amostras dos tecidos dos cardiomiocitos do ventriculo esquerdo passaram pelo
procedimento de permeabilizacdo mecanica, utilizando uma pinga histolégica e uma agulha
sobre gelo em uma placa de Petri. Em seguida, as amostras foram submetidas a uma
permeabilizacdo quimica, permanecendo por dez minutos em uma solucdo gelada de BIOPS,
que continha 5 mg/mL de saponina, sendo agitadas suavemente em uma cdmara refrigerada.
Posteriormente ainda em agitacdo leve, os tecidos foram transferidos para uma solucdo

respiratdria mitocondrial naimero 5 (MiR0S5) por 15 minutos (GNAIGER, 2012).

5.9.3 Analise da Funcao Respiratoria

O consumo de oxigénio das amostras permeabilizadas foi medido por meio da técnica
de Respirometria de Alta Resolugio (HRR) no oxigrafo OROBOROS® (Innsbruck, Austria).
As amostras foram colocadas em cubas separadas no equipamento (cubas A e B) em meio de
andlise respiratoria mitocondrial contendo 2 mL de MiRO05 (0,5 mmol/L EGTA, 3 mmol/L
MgCl2, 4cido lactobidnico 60 mmol/L, taurina 20 mmol/L, 10 mM/L KH 2 PO 4, 20 mmol/L
de HEPES, 110 mmol/L de sacarose, 1 g/L de BSA, pH = 7,0). As titulacdes realizadas para a
analise da respiracao mitocondrial foram adaptadas do protocolo proposto por Kuznetsov ef al.
(2008) com as seguintes adigdes: 10 mmol/mL de glutamato (Glu) e 5 mmol/mL de malato
(Mal) em ambas as cubas para estimular a respiracdo de repouso sem estimulo (respiragdo de
fuga ou Estado 2); adi¢do de 500 uM de ADP para estimular o Complexo I da cadeia respiratoria
(respiragdao acoplada ou Estado 3); adicdo de 10 uM de succinato (Succ) para estimular o
Complexo II da cadeia respiratoria; adicdo de 10 uM de citocromo ¢ (CytC) para teste de
integridade da membrana externa mitocondrial (TEPP et al., 2011); apds o alcance do limiar
maximo de estimulo e estabilizagdo, adi¢do de 1 uM de oligomicina (Oligo) para inibir o
Complexo V da cadeia respiratéria (respiragdo com vazamento experimental ou Estado 4); para
identificar o consumo residual de oxigénio (ROX) foi adicionado 2,5 mM de antimicina A; para

finalizar a andlise e adicionado incrementos (titulacdes graduais) em 0,5 uM de carbonilcianeto-
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p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) com o intuito de obter um estado respiratdrio
experimentalmente ndo acoplado méximo para avaliagdo da capacidade respiratoria através do
sistema de transferéncia de elétrons (capacidade ETS) (CHANCE; WILLIAMS, 1955;
GNAIGER, 2012).

Figura 12. Titulagdo de Respirometria de Alta Resolucdo realizada em biodpsia tecidual.
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Descriciio: Linha Azul: consumo de oxigénio da cuba; Linha Vermelha: velocidade de consumo de oxigénio do
tecido; G+M: glutamato + malato; ADP: adenosina difosfato; Succ: succinato; Oligo: oligomicina; AA: antimicina
A; FCCP: carbonilcianeto-p-trifluorometoxifenilhidrazona; ROU: routine ou estado inicial sem estimulo; E2:
estado 2; E3: estado 3; E4: estado 4; ROX: consumo residual de oxigénio; Vmax: estado respiratorio nao acoplado
maximo. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.10 EXPRESSAO GENICA

A avaliacdo da expressdo génica foi conduzida através da mensuracdo do RNA
utilizando a técnica da Rea¢dao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-qPCR), precedida
pela etapa de Transcri¢do Reversa. Este procedimento foi executado nos Laboratorios de
Bioquimica e Genética Aplicada, bem como no Laboratorio de Bioquimica e Biologia
Molecular, ambos localizados na Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAR). O
experimento seguiu as orientacdes estabelecidas nas Diretrizes de Informac¢des Minimas para
Publicagdo de Experimentos Quantitativos de PCR em Tempo Real (MIQE). O objetivo ¢
assegurar a confiabilidade, integridade e consisténcia dos resultados obtidos, promovendo uma

abordagem transparente no desenvolvimento experimental (BUSTIN et al., 2009).

5.10.1 Cuidados Gerais

Para prevenir a presenca de acidos ribonucleases (RNAses) e outras possiveis
contaminagdes nos tecidos analisados, foram implementados cuidados rigorosos ao longo de
todo o experimento. Isso incluiu medidas como a esterilizagdo por autoclavagem de materiais

descartaveis, microtubos, ponteiras, instrumentos cirirgicos e vidrarias. Além disso, foi
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realizado uma limpeza frequente de todas as superficies, abrangendo bancadas, equipamentos
e pipetas, utilizando uma solug@o de etanol 70%, agua destilada e agente de descontaminagao
de superficies (RNaseZap - Invitrogen™); Todos os procedimentos foram conduzidos
utilizando luvas descartaveis e mascara, dentro da capela de exaustdo, garantindo um ambiente

seguro e controlado livre de contaminagdes.

5.10.2 Extra¢ao e Purificacdo do RNA total

O processo de extracao e purificagdo do RNA total seguiu o protocolo do TRI Reagent
Protocolo: 50 mg de tecido muscular cardiaco foi colocado em microtubos de 2 mL com tampa
de rosca (FastPrep), contendo 3 esferas de aco inoxidavel de 3mm (Lysing Matrix S, Bulk, MP
Biomedicals, Solon, Ohio, EUA) em 1 mL de TRI Reagent® (Sigma, EUA). As amostras foram
homogeneizadas usando os instrumentos FastPrep®— 24 Classic (MP Biomedicals, Solon, Ohio,
EUA) em 1 mL de TRI Reagent®em rotacdo por 30 segundos com intervalos de 1 minuto,
retirando os microtubos periodicamente e mantendo-os em gelo 3 vezes, totalizando 3 ciclos de
30 segundos de rotagdo com 2 intervalos de 1 minuto no gelo.

Apo6s a homogeneizagdo completa, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente
por 5 minutos. Em seguida, adicionado mL (200 pL) de cloroférmio com agitacdo por 15
segundos no Vortex K45-2810 (KASVI, BR), seguido de incubacdo por 3 minutos a
temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas na Sigma 1-14k (Sigma
Laborzentrifugen, Alemanha) a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante (fase aquosa
contendo RNA) foi transferido para microtubos vazios de 1,5 mL tipo Ependorf, acrescido de
0,5 mL (500 pL) de isopropanol. As amostras foram agitadas manualmente e permaneceram a
temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 15.000
x g por 10 minutos a 4°C para precipitar o RNA, formando um pellet no fundo do tubo. O
sobrenadante foi descartado manualmente em um recipiente apropriado, e 1 mL de etanol 75%
foi adicionado a cada amostra para lavagem. O sobrenadante foi novamente descartado, e os
microtubos deixados para secar ao ar ambiente por 5 a 10 minutos, garantindo uma secagem
adequada do pellet. Ap6s a completa secagem foi adicionado 20 pL de agua livre de RNase
(Invitrogen). As amostras foram incubadas em estufa a 42°C por 10 minutos e em seguida

armazenadas em um freezes a -80°C.
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5.10.3 Quantificacao do RNA total

A avalia¢do quantitativa do RNA presente nas amostras foi conduzida utilizando o
método de espectrofotometria com o NanoDrop 2000 (Thermo Scientific"). Este procedimento
consiste em determinar a absorbancia nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. A pureza
das amostras, em relacdo a possivel contaminagao por proteinas, foi avaliada pela razao A260/280,
sendo considerados adequados os valores situados entre 1,9 e 2,1. Quanto a outros agentes
contaminantes, a pureza sera avaliada pela razao Aze0/230, sendo considerado valores adequados

aqueles entre 1,5 ¢ 1,8.

5.10.4 Integridade do RNA total
A integridade do RNA foi confirmada por meio da visualizacdo em luz ultravioleta das
bandas ribossomais 28S e 18S do padrao de eletroforese em gel de agarose desnaturante 1,2%.

As amostras foram coradas utilizando brometo de etidio.

5.10.5 Transcricao Reversa- DNA Complementar (cDNA)

Para prevenir possiveis contaminagdes com moléculas de DNA gendmico, as amostras
de RNA foram submetidas ao tratamento com DNase I, Amplification Grade (Invitrogen
Corporation), seguindo as instrugdes do fabricante. Em microtubos de 0,2 mL foram
combinados os seguintes componentes: 7 ul de dgua tratada com DEPC, 1 ul de RNA (amostra),
1 uL de Buffer com MgCI2 10X e 1 pLL de DNase I. As amostras foram incubadas a temperatura
ambiente (25°C) por 15 minutos. Em seguida, foi adicionado 1 pL de EDTA, e as amostras
colocadas no Termociclador C1000TM ThermalCycler (Bio-Rad) por 10 minutos a 65°C.
Para a etapa seguinte, foram adicionados 4,2 pL de dgua tratada com DEPC e 1 uL de Primer
Oligo dT (Promega Corporation). As amostras foram novamente incubadas no Termociclador
por 5 minutos a 65°C. Na sequéncia, adicionados 1 pL de 10X RT Random Primers, 2 pL de
10X RT Buffer, 0,8 uL de 25X dNTP mix e 1 uL de Transcriptase Reversa (MultiScribe™). A
sintese de cDNA ocorreu em 25°C por 10 minutos, seguido por incubagao a 37°C por um tempo

total de 120 minutos. A reagao foi paralisada por meio da incubagdo a 85°C por 5 minutos.

5.10.6 Reagdo em Cadeia da Polimerase — Tempo Real (QPCR)
Para realizar as reacdes de qPCR, foram empregadas microplacas de 0,1 mL
MicroAmp® Fast 96-well (Applied Biosystems®), as quais possuem 96 pogos livres de RNase e

tampas plasticas que permitem a passagem de luz. Em cada pogo, foram adicionados os
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seguintes reagentes: 3 uL de Primer Forward e Reverse, 3 uL de cDNA e 6 uL de GoTaq®qPCR
Master Mix (Promega). As amostras foram submetidas a uma centrifugacdo a 2.000 rpm por 2
minutos a uma temperatura de 25°C e, em seguida, processadas no sistema de detecg¢ao por
PCR em tempo real QuantStudio™ 6 Flex (Applied Biosystems). O programa de ciclagem
térmica foi estabelecido com uma etapa inicial a 95°C por 10 minutos, seguida por 40 ciclos a
95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. A curva de melting foi determinada através da
variacao da temperatura em 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos.
ApoOs a corrida, a temperatura de melting dos primers foi analisada para confirmar a
especificidade da amplifica¢dao. Todas as amostras foram amplificadas em duplicata, e em todas
as andlises incluidas controles negativos (NTC), nos quais a dgua estéril susbtituiu a amostra.
A analise comparativa dos resultados foi conduzida com base na derivagao da férmula 2(-
AACq) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os dados de Cq foram exportados e analisados em
planilha por meio do programa Excel (Microsoft Corporation). O ACq foi calculado subtraindo
ACq pela média de ACq (grupo controle - INT-SED). O resultado negativo (-AACq) foi entao
elevado a poténcia de 2 (2"(-AACy).

5.10.7 Controle de qualidade, concentragdo e eficiéncia dos Primers

Os genes analisados foram obtidos por meio do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), sendo também realizado um BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) como
forma de garantir a amplificagdo correta e especifica dos genes utilizados na pesquisa.

Para a normaliza¢do dos dados de expressdo génica obtidos por RT-qPCR foi indicado
o gene de referéncia PSMC4 (proteasome 26S subunit ATPase 4) e o ACTB (B-actina) por
aparecem mais estavel entre os genes testados, sendo candidatos ideais para a normaliza¢ao em
analises de expressao génica.

A escolha seguiu o protocolo descrito por Vandesompele et al. (2002), utilizando o
algoritmo geNorm para avaliar a estabilidade de expressao de seis genes candidatos especificos
para o tecido cardiaco. Inicialmente, as amostras de todos os grupos experimentais INT-SED,
INT-TR, OVX-SED e OVX-TR foram analisados quanto a expressao desses genes candidatos.
Os valores obtidos foram processados no software gbase+, que aplica o geNorm para calcular
o indice de estabilidade (valor M) e classificar os genes do mais estavel ao menos estavel. O
PSMC4 e 0 ACTB apresentaram o menor valor M, indicando expressdo altamente consistente.
A estabilidade observada garante a confiabilidade da normalizacdo e minimiza vieses na

comparag¢do nos niveis de expressao dos genes-alvo.
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O gene alvo utilizados de RT-qPCR, foram selecionados com base nos objetivos do
nosso estudo. Para analisar a expressao génica da CTE, escolhemos os genes relacionados aos
complexos I, II, III, IV e V (ATPS). Também escolhemos os genes da PiC e ANT1, que em
conjunto com os complexos da CTE, representam as principais proteinas envolvidas no
processo da OXPHOS. A expressdo génica da enzima CS foi analisada a fim de investigar se as
alteracdes dos componentes da OXPHOS se refletem em mudangas na capacidade oxidativa
total, bem como verificar se o treinamento resistido € capaz de preservar ou restaurar o contetido

mitocondrial induzida pela OVX.

Figura 13. Estabilidade da expressdo dos genes de referéncia no coragao.
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Descricio: Analise de estabilidade dos genes de referéncia no tecido cardiaco, sendo escolhido pelo algoritmo
gNorm os genes PSMC4- Proteasome 26S subunit, ATPase 4 ¢ ACTB — Actin, beta (B-actina) Fonte: Elaborado
pelo autor (2025).

Para determinar a concentracdo ideal de cada primer utilizado na qPCR, foi realizada
uma padronizag¢do a partir de uma matriz pré-estabelecida. Inicialmente, os primers foram

testados em uma concentragdo definida para a avaliacdo da eficiéncia da reacao.

Tabela 2. Matriz para padronizagdo da concentragdo de primers forward e reverse em nanomolar (nM).

Primer Reverse (nM)
% 100 150 300
< E 100 100/100 100/150 100/300
_E = 150 150/100 150/150 150/300
""E 300 300/100 300/150 300/300
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Para avaliar a eficiéncia das reagoes, foram realizadas dilui¢des seriadas de uma amostra
conhecida, sendo indicada pela inclinagdo (slope) da curva padrdo, foram realizadas também
dilui¢des seriadas de amostras do grupo controle. Uma reagcdo com 100% de eficiéncia resulta
em uma curva padrao com slope de -3,32. A eficiéncia de amplificacao ¢ dada pela formula E=
10(-1/slope) -1. Outros parametros como R2 e Y- intercept (ponto em que a curva corta o eixo
Y) também foram obtidos neste experimento e foram cuidadosamente avaliados. Para ser
considerado “eficiente”, um primer deve apresentar valor de eficiéncia entre 95-105%. As

figuras 14, 15 ¢ 16 mostram um exemplo destas analises.

Figura 14. Diluicao seriada.
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Descricéio: realizacdo de diluigdes seriadas para analise de eficiéncia das reagdes. Fonte: Elaborado pelo autor
(2024).

Figura 15. Curva padrio.
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Descricao: exemplo de curva padrio utilizada para determinagdo da eficiéncia dos primers. O valor de eficiéncia
deve estar entre 95 e 105%. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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A Curva de Melting também foi analisada para verificar uma possivel formagao de
dimeros ou amplificagdes inespecificas, representadas pelo aparecimento de mais de um pico

(Figura 16).

Figura 16. Curva de Melting.
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Descricao: Exemplo de Curva de Melting utilizada para determinago da especificidade do produto amplificado.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.11 ATIVIDADE DA CITRATO SINTASE

A atividade da enzima citrato sintase foi avaliada por meio do método colorimétrico
baseado na medi¢do da absorbancia em 412 nm devido a presenca do acido tionitrobenzdico
(TNB), produto formado pela reacdo entre 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) e
CoASH (SHEPHERD; GARLAND, 1969). Cerca de 20 mg do ventriculo esquerdo de cada
animal foi mecanicamente homogeneizado em 20 pl/mg de tecido em um tampao composto
por 10 mM Tris-HCI (pH = 7,4), | mM EDTA, 0,1% (v/v) Triton X -100. Logo apds, o tecido
homogeneizado foi centrifugado a 2000 x g por 3 min, 5 ul do sobrenadante foi separado e
adicionado em 195 pl de uma solugdo composta por 10 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 50 uM acetil-
CoA, 250 uM 4acido oxaloacético e 100 uM de DTNB. As reagdes em triplicata foram incubadas
a 37°C por 20 minutos com absorbancia a 412 nm sendo registrada a cada 40 segundos em um

leitor de microplacas (Power Wave XS-2, BiotekInstruments, Winooski, EUA).
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5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido pela
aplicacdo da andlise de variancia ANOVA One-Way. Posteriormente, foram conduzidos os
testes de comparacdes multiplas de Tukey e Fisher, estabelecendo um nivel de significancia
estatistica de (p<0,05). No que diz respeito a comparagdo da Carga Méaxima de Carregamento
(CMC) e massa corporal dos animais, foi empregado o teste t de student, também considerando
um nivel de significancia estatistica de (p<0,05). A apresentacdo dos resultados foi realizada
por meio da média = Desvio Padrao (DP), e tanto a analise estatistica quanto a plotagem dos

graficos foram realizadas utilizando o software GraphPad Prisma 8.2.1.

6 RESULTADOS

6.1 EVOLUCAO DAS CARGAS DE CARREGAMENTO

A Tabela 3 apresenta a evolugdo da carga maxima de carregamento (CMC), da carga
absoluta de carregamento (CAC) e da carga relativa de carregamento (CRC) ao longo das 20
semanas de treinamento resistido nos grupos INT-TR e OVX-TR.

No grupo INT-TR, a CMC aumentou progressivamente de (343,60 + 41,45 g) na semana
1 para (788,53 + 1,43 g) na semana 20. Foram observadas diferencas significativas a partir da
semana 5 (506,16 21,75 g) em relacdo a semana 1, na semana 10 (653,96 + 9,65 g) em relagao
a 5, na semana 15 (760,70 = 4,28 g) em relacdo a semana 10 e a semana 20 (788,53 = 1,43 g)
em relacdo a 15, evidenciando um aumento consistente da for¢a muscular ao longo do periodo
de treinamento. O aumento da CMC demonstra melhoria continua na capacidade de carga até
a 20? semana.

De forma semelhante o grupo OVX-TR também apresentou aumento progressivo da
CMC, partindo de (369,60 + 13,58 g) na semana 1 para (790,20 + 44,44 g) na semana 20. Foram
observadas diferencas significativas a partir da semana 5 (516,48 + 1,53 g) em relacdo a semana
1, na semana 10 (657,27 + 2,23 g) em relagdo a 5, na semana 15 (761,47 + 1,10 g) em relagdo
a 10 e a semana 20 (790,20 + 4,44 g) em relagdo a 15. Ao comparar os grupos, nota-se que o
OVX-TR apresentou um desempenho semelhante ao grupo INT-TR praticamente em todas as
semanas sugerindo que o TR foi capaz de compensar os efeitos da deficiéncia estrogénica,

permitindo ganhos expressivos de forca mesmo na auséncia de estrogénio.
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Na carga absoluta de carregamento (CAC) apresentou padrao de evolugdo semelhante a
CMC. No grupo INT-TR houve aumento de (603,20 + 61,36 g) na semana 1, para (1078,33 +
22,12 g) na semana 20. Foram observadas diferencgas significativas a partir da semana 5 (782,16
+ 32,09 g) em relagdo a semana 1, na semana 10 (936,96 = 22,60 g) em relagdo a semana 5, na
semana 15 (1049,50 + 15,48 g) em relagdo a 10, a semana 20 (1078,33 + 22,12 g) em relagdo a
15 promovendo progresso na carga absoluta com o avango do treinamento. No grupo OVX-TR,
a CAC também aumentou significativamente, considerando de (658,00 & 30,56 g) na semana 1
para (1130,00 + 24,84 g) na semana 20. As diferencas significativas também foram observadas
a partir da semana 5 (826,08 + 23,79 g) em relacdo a semana 1, na semana 10 (978,4 £ 28,74
g) em relagdo a 5, na semana 15 (1097,47 = 37,65 g) em relacdo a 10 e a semana 20 (1130,00
+ 24,84 g) em relagdo a semana 15. Assim como observado para a CMC, o grupo OVX-TR
apresentou valores muito proximos ao INT-TR, reforcando que o TR promove ganhos de forga,
independente do estado ovariano.

Na carga relativa de carregamento (CRC) apresenta a relagdo entre a carga levantada e
a massa corporal, também apresentou um aumento significativo ao longo das 20 semanas em
ambos os grupos. O grupo INT-TR apresentou aumento de (1,32 + 0,08 g/g) na semana 1 para
(2,73 £ 0,18 g/g) na semana 20, com diferencas significativas a partir da semana 5 (1,84 £ 0,10
g/g) em relagdo a semana 1, a semana 10 (2,32 + 0,13 g/g) em relagdo a 5, a semana 15 (2,64 £
0,11 g/g) em relagdo a semana 10 e a semana 20 (2,73 + 0,18 g/g) em relagao a 15. O grupo
OVX-TR apresentou também um aumento de (1,28 0,07 g/g) na semana 1 e (2,34 + 0,17 g/g)
na semana 20, com diferengas significativas a partir da semana 5 (1,65 = 0,12 g/g) em relacao
a semana 1, a semana 10 (2,06 £ 0,19 g/g) em relagdo a 5, a semana 15 (2,29 + 0,26 g/g) em
relagdo a semana. Embora ambos os grupos tenham demonstrado evolugao expressiva da carga
relativa, o INT-TR manteve valores ligeiramente superiores de CRC nas semanas finais,
indicando melhor eficiéncia relativa de for¢ca nos animais intactos, em funcao da manutencao
do perfil hormonal fisiologico.

Esses resultados confirmam que o treinamento resistido foi eficaz em promover
adaptagdes positivas, mesmo em condig¢des fisioldgicas como a auséncia de estrogénio. Esses
dados confirmam a importancia do TR como estratégia terapéutica para mitigar a perda de forca

e massa muscular em modelos experimentais na menopausa.
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Tabela 3. Evolucdo da Carga Méxima de Carregamento (CMC), Carga Absoluta de Carregamento (CAC), e Carga
Relativa de Carregamento (CRC).

Evolucio da CMC, CAC e CRC (g) do Treinamento Resistido (TR)

Semanas Sem 1 Sem 5 Sem 10 Sem 15 Sem 20

GRUPOS INT-TR OVX-TR INT-TR OVX-TR INT-TR OVX-TR INT-TR OVX-TR INT-TR OVX-TR

343,60 36960 506,16 51648 65396 65727 760,70 76147 788,53 790.20
CMC + + + + + + + + + +
4145 13,58 21,75° 1,53° 9,65 223" 428w 110" 143%0ed 4 4qebed
60320 65800 78216 82608 93696 9784 104950 109747 107833  1130,00
CMA + + + + + + + + + +
61,36 30,56 32,00 23,79°  22,60° 28,74 1548%h¢  37,65%0c  22,12%bed  24,84ebed
1,32 1,28 1,84 1,68 2,32 2,06 2,64 2,29 2,73 234
CMR + + + + + + + + + +
0,08 0,07 0,10° 0,12* 013%° 019%™ 01%he* 026 0,18%ex 0,170

Descriciio: Letras sobrescritas indicam diferengas significativas entre as semanas: (a) em relacdo a semana, (b)
em relagdo a semana 5, (¢) em relagdo a semana 10, (d) em relagdo a semana 15 (p <0,005). Simbolo: * diferenca
significativa para o grupo OVX-TR (p < 0,05).

6.2 EVOLUCAO PONDERAL DA MASSA CORPORAL E MASSA UTERINA FINAL

Na Tabela 4 apresenta-se a evolugdo da massa corporal (g) dos grupos experimentais
INT-SED (intacto sedentdrio), INT-TR (intacto treinado), OVX-SED (ovariectomizado
sedentario) e OVX-TR (ovariectomizado treinado) ao longo das semanas 1, 5, 10, 15 e 20 de
experimento, bem como a massa uterina (g) aferida ao término do protocolo experimental.
Observou-se um aumento progressivo da massa corporal em todos os grupos ao longo do
periodo experimental, com diferencas significativas (p < 0,05) entre as semanas especificas,
indicadas pelas letras sobrescritas na tabela, e entre os diferentes grupos analisados.

No grupo INT-SED, a massa corporal aumentou progressivamente de 260,40 + 9,86 g
na semana 1 para 294,00 £ 10,75 g na semana 20. Foram observadas diferencas significativas
a partir da semana 10 (272,60 £ 13,16 g) em relacdo a semana 1, bem como nas semanas 15
(283,40 = 11,44 g) € 20 (294,00 £ 10,75 g), indicando um ganho de peso continuo ao longo do
periodo experimental. Além disso, o grupo INT-SED apresentou diferencas significativas em
todas as semanas quando comparado ao grupo OVX-SED e, a partir da semana 5, também
apresentou diferenga significativa em relagdo ao grupo OVX-TR, demonstrando que os animais
intactos mantiveram peso corporal inferior aos ovariectomizados ao longo do estudo.

De forma semelhante, o grupo INT-TR apresentou aumento progressivo da massa

corporal, passando de 270,00 + 23,61 g na semana 1 para 296,00 + 23,16 g na semana 20. Foram
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observadas diferencas significativas a partir da semana 10 (284,40 + 18,94 g) em relagdo a
semana 1, mantendo-se nas semanas 15 (285,60 = 12,78 g) e 20 (296,00 + 23,16 g). Também
foram observadas diferengas significativas entre as semanas 15 ¢ 5, ¢ 20 e 5, indicando um
padrao de aumento corporal semelhante ao observado no grupo sedentario, embora com leve
modulacdo promovida pelo treinamento fisico. Assim como o INT-SED, o grupo INT-TR
apresentou diferengas significativas em todas as semanas quando comparado ao grupo OVX-
SED, e a partir da semana 5 em relagdao ao grupo OVX-TR, confirmando o efeito do estado
ovariano sobre a regulacdo do peso corporal.

O grupo OVX-SED apresentou o maior ganho de massa corporal entre todos os grupos
experimentais, aumentando de 296,00 £ 9,76 g na semana 1 para 377,33 + 22,54 g na semana
20. Foram observadas diferencas significativas a partir da semana 5, indicando um aumento
progressivo e consistente ao longo do periodo experimental. Esse resultado reflete o impacto
da auséncia de estrogénio na regulagdo metabdlica e no controle do peso corporal. Além disso,
o grupo OVX-SED apresentou valores significativamente maiores em relagdo a todos os demais
grupos em todas as semanas analisadas, confirmando que a ovariectomia promove um ganho
ponderal acentuado.

Ja o grupo OVX-TR também apresentou aumento significativo da massa corporal,
passando de 287,00 = 17,34 g na semana 1 para 344,75 + 27,60 g na semana 20. Foram
observadas diferencas significativas a partir da semana 5 (318,25 + 26,18 g), mantendo-se nas
semanas 10 (331,25 + 27,75 g), 15 (344,25 + 36,37 g) e 20 (344,75 + 27,60 g) em relacdo a
semana 1, caracterizando um ganho de peso progressivo, porém em menor magnitude que o
observado no grupo OVX-SED. Esses achados indicam que o treinamento fisico atenuou o
ganho ponderal induzido pela ovariectomia, embora ndo tenha sido suficiente para restaurar o
padrdo observado nos grupos intactos.

Quanto a massa uterina, o grupo OVX-SED (0,17 + 0,04 g), e OVX-TR (0,22 + 0,03g)
apresentaram valores significativamente menores em comparacao aos grupos INT-SED (0,88
+ 0,08 g) e INT-TR (0,86 = 0,06 g). Essa diferenca confirma a eficacia do procedimento de

ovariectomia na inducdo da atrofia uterina decorrente da privagdo estrogénica.
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Tabela 4. Evolucao Ponderal da Massa corporal (g) e massa uterina (g).

Massa Corporal (g)
Massa do
GRUPOS ,
Semanas Utero ()
SEM 1 SEM 5 SEM 10 SEM 15 SEM 20
INT-SED 260,40 265,80 272,60 283,40 294,00 0,88
) +9,86* +9,34%7 + 13,16 &% + 11,44 5%7 + 10,75%0%% +0,08%"
270,00 279,00 284,40 285,60 296,00 0,86
INT-TR
+ 23,61 +21,82%" + 18,94 %4 + 12,7830 *# +23,16%0%# +0,06%*
OVX-SED 296,00 335,50 359,00 352,00 377,33 0,17
] £9,76 +£16,50° £15250 +£27,25% +7,500b +0,04
287,00 318,25 331,25 344,25 344,75 0,22
OVX-TR ) ) \ .
+17,34 +26,18* +27,75%b + 36,370 + 27,66 +0,03

Descricéio: Letras sobrescritas indicam diferengas significativas entre as semanas: (a) em relagdo a semana, (b)
em relagdo a semana 5, (¢) em relagdo a semana 10, (d) em relagéo a semana 15 (p < 0,005). Simbolos: * diferenca
significativa para o grupo OVX-SED, e # diferenca significativa para o grupo OVX-TR (p < 0,05).

Figura 17. Analise comparativa macroscopica do tecido uterino entre os grupos experimentais.

Y

INT-SED OVX-SED INT-RT OVX-RT

Descricdo: A: INT-SED intacto sedentario, B: OVX-SED ovariectomizado sedentario, C: INT-RT intacto
treinamento resistido, D: OVX-RT ovariectomizado treinado. Fonte: proprio autor (2024).

A Figura 17 apresenta a analise comparativa macroscopica dos diferentes grupos
experimentais, a fim de ilustrar visualmente os efeitos da ovariectomia e do treinamento
resistido sobre o tecido uterino. Esta andlise, ainda que de natureza qualitativa, permite observar
as diferencas evidentes entres os grupos experimentais como alteragdes no volume, espessura
e coloracao do tutero. Observa-se na Figura 17A o grupo INT-SED um tutero com aspecto
preservado, apresentando maior espessura € coloracdo mais intensa, a Figura 17B o grupo

OVX-SED demonstra evidentemente uma reducdo da massa ¢ do volume tecidual, além da
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coloracdo mais palida e afinamento das estruturas, a Figura 17C o grupo INT-RT manteve a
estrutura preservada, a figura 17D o grupo OVX-RT demonstra aumento discreto da massa
uterina. Essas figuras contribuem para a compreensdo dos efeitos da ovariectomia ¢ do

treinamento resistido sobre o tecido uterino.

6.3 EXPRESSAO GENICA

6.3.1 Expressdao dos genes PSMC4 relacionado a CTE (CI a CIV) nos cardiomiocitos do
ventriculo esquerdo

A Figura 18A, demonstra a expressao génica no complexo I que foi significativamente
reduzida no grupo OVX-SED, comprometendo negativamente a regulagao génica mitocondrial.
Em contrapartida, os grupos treinados promoveram um aumento na expressao INT-RT (p =
0,0001) quanto no OVX-RT (p= 0,0351), sendo a resposta mais pronunciada no grupo INT-
RT. Os grupos treinados (INT-RT e OVX-RT) promoveram um aumento significativo na
expressdo génica do Complexo I. O grupo INT-RT e o OVX-RT demonstraram aumento
significativo (p = 0,0023) e (p = 0,0173) quando comparado ao INT-SED, além disso o grupo
INT-RT teve um aumento significativo quando comparado ao OVX-SED (p = 0,0002).

Na Figura 18B, o succinato desidrogenase (CII) foi significativamente reduzido no
grupo OVX-SED em comparacao aos demais grupos (p < 0,05), este complexo integra tanto a
CTE quanto o Ciclo de Krebs, sendo essencial para a oxida¢do do succinato em fumarato e
transferéncia de elétrons para a ubiquinona, a baixa expressdo sugere disfun¢ao no acoplamento
metabolico energético. Por outro lado, os grupos treinados promoveram um aumento
significativo na expressao de CII no grupo INT-RT (p = 0,0123) quando comparado ao INT-
SED, e 0o OVX-RT (p = 0,0001) quando comparado ao OVX-SED. Além disso, o grupo INT-
RT apresentou maiores niveis de significancia quando comparado ao grupo OVX-SED (p =
0,0002), enquanto o OVX-RT também apresentou maiores niveis de significincia quando
comparado ao INT-SED (p = 0,0069) e ao OVX-SED (p =0,0001).

Na Figura 18C, a expressao do gene CIII/Psmc4 foi significativamente reduzida no
grupo OVX-SED quando comparado aos demais grupos. Observamos um aumento na
expressao génica dos grupos treinados, o grupo INT-RT apresentou diferencas significativas
quando comparado ao grupo INT-SED (p = 0,0013) e OVX-SED (p = 0,0002), enquanto o
grupo OVX-RT teve uma diferenca significativa tanto do INT-SED (p = 0,0016) quanto do
OVX-SED (p = 0,0001).
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Na Figura 18D, o citocromo ¢ oxidase (complexo IV) a expressdo génica foi reduzida
significativamente no grupo OVX-SED quando comparado aos grupos treinados. Essa enzima
representa a ultima etapa da cadeia transportadora de elétrons e sua baixa expressao pode
indicar prejuizos na capacidade da fosforilagdo oxidativa. O grupo INT-RT apresentou um
aumento na expressao em relagdo ao OVX-SED (p = 0,0078). O grupo OVX-RT demonstrou
os niveis mais elevados de expressdo com diferencas significativas tanto em relagcdo a OVX-

SED (p = 0,0007) quanto ao INT-SED (p = 00,297).

Figura 18. Analise por RT-qPCR da expressdo dos genes relacionados a CTE dos complexos I ao IV dos

cardiomidcitos do ventriculo esquerdo.
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Descricdo: Proteasome 26S Subunit, ATPase 4 (PSMC4) gene de referéncia endogeno. A: CI, NADH-
desidrogenase; B: CII, succinato desidrogenase; C: CIII, ubiquinona, citocromo c¢ oxidorredutase; e D: CIV,
citocromo e oxidase. UA unidades arbitrarias. Grupos: INT-SED, intacto sedentario; INT-RT, intacto treinamento
resistido; OVX-SED, ovariectomia sedentario; e OVX-RT, ovariectomizado treinamento resistido. Os valores sdo
expressos como Média Desvio Padrdo +. Os simbolos acima do DP representam a diferenca estatistica entre os
grupos por ANOVA one-way seguida por teste post hoc Fisher com (p<0,05). (*) diferenga significativa para o
grupo OVX-SED, (#) diferenga significativa para o grupo INT-SED, ($) diferenca significativa para o grupo OVX-
RT.

6.3.2 Expressdo dos genes PSMC4 relacionado a OXPHOS (ATPS, PiC, ANTI1) nos
cardiomiocitos do ventriculo esquerdo

Na Figura 19A, a ATP-sintase (ATPS) ¢ a enzima responsavel por catalisar a
fosforilagdo do ADP em ATP durante a fosforilacdo oxidativa. O grupo OVX-SED apresentou

niveis significativamente reduzidos de expressdo génica do complexo ATPS em comparacao
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ao grupo INT-SED (p = 0,0083), sugerindo que a ovariectomia pode comprometer a regulacao
dessa via energética. No entanto nos grupos treinados foram capazes de aumentar a expressao
desse gene tanto nos grupos INT-RT (p = 0,0002) quanto OVX-RT (p = 0,0001), sendo que
ambos os grupos treinados apresentaram niveis significativamente superior ao grupo OVX-
SED.

Na Figura 19B, o carreador de fosfato mitocondrial (PiC) apresentou o grupo INT-RT
niveis significativamente maiores de expressao génica quando comparado aos grupos INT-SED
(p = 0,0144) e OVX-SED (p = 0,0917) indicando efeito positivo do treinamento resistido
mesmo em animais intactos. O grupo OVX-RT também apresentou expressiao
significativamente maior em relagdo ao grupo OVX-SED, mas a diferenca ndo foi
estatisticamente significativa (p = 0,6517).

Na Figura 19C, A Adenine Nucleotide Translocator 1 (ANTI1) aumentou
significativamente a expressdo de ANT1 nos grupos INT-RT e OVX-RT quando comparado
aos respectivos grupos sedentarios. O maior nivel de expressao foi observado no grupo INT-
RT que apresentou diferenca significativa tanto no grupo INT-SED (p = 0,1505) quanto do
OVX-SED (p = 0,0002). O grupo OVX-RT aumentou significativamente a expressao génica
quando comparado ao grupo OVX-SED (p= 0,0069), indicando que o exercicio foi capaz de
restaurar a expressao de ANT1 mesmo em condi¢des de ovariectomia. No entanto ndo houve

diferenca significativa quando comparado os grupos OVX-RT e INT-SED (p = 0,9818).
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Figura 19. Analise por RT-qPCR da expressdo dos genes relacionados a8 OXPHOS dos cardiomiocitos do
ventriculo esquerdo.
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Descricio: ATPs (Psmc4) gene de referéncia endogeno, PiC (carreador de fosfato mitocondrial), ANT1 (Adenine
Nucleotide Translocator 1), UA unidades arbitrarias. Grupos: INT-SED, intacto sedentario; INT-RT, intacto
treinamento resistido; OVX-SED, ovariectomia sedentario; ¢ OVX-RT, ovariectomizado treinamento resistido.
Os valores sdo expressos como Média Desvio Padrao +. Os simbolos acima do DP representam a diferenga
estatistica entre os grupos por ANOVA one-way seguida por teste post hoc Fisher com (p<0,05). (¥) diferenga
significativa para o grupo OVX-SED, (#) diferenca significativa para o grupo INT-SED, ($) diferenga significativa
para o grupo OVX-RT.

6.4 ANALISES RESPIROMETRICAS
6.4.1 Eficiéncia Respiratéria Mitocondrial acoplada em bidpsia do Coragao

A Figura 20 mostra o consumo de oxigénio mitocondrial acoplado, também chamado
de Estado Respiratério 3 (S3), que reflete a taxa de consumo de oxigénio quando a fosforilagao
oxidativa esta ativa, ou seja, na presenga de ADP e substratos especificos que alimentam a
cadeia respiratoria. Esse consumo ¢ medido em [(pmol/(s*mg)], indicando a quantidade de
oxigénio consumido por segundo por miligrama de tecido. O consumo de oxigénio foi avaliado
usando (malato + glutamato), substrato que alimentam diretamente o Complexo I da cadeia
respiratoria inicialmente. Na figura 20A o grupo OVX-SED apresentou significativamente um
consumo menor de oxigénio em relacdo ao INT-SED (p = 0,0019). No entanto os grupos

treinados (INT-TR e OVX-TR) apresentaram valores maiores de consumo de oxigénio que o
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OVX-SED (p =0,0001 e p =0,0001). Os grupos OVX-TR e INT-TR apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao grupo INT-SED.

A Figura 20B, analisa o consumo de oxigénio mitocondrial acoplado no Estado
Respiratério 3 (S3) na presenca de substratos que alimentam os complexos I e II da cadeia
respiratoria (malato + glutamato) para o Complexo I e (succinato) para o Complexo II. No
entanto, o grupo OVX-SED apresentou um consumo de oxigénio significativamente reduzido
em comparagdo ao INT-SED (p =0,0016). O grupo OVX-TR apresentou aumento significativo
em relacao ao grupo OVX-SED (p = 0,0002) atingindo valores semelhantes ao grupo INT-TR,
sem diferenca significativa entre eles. No entanto, o grupo INT-TR apresentou valores
superiores em relagdo ao INT-SED, indicando efeito positivo no treinamento nos animais
intactos.

A Figura 20C, apresenta a Razdo de controle respiratorio (RCR), obtida pela relagdo
entre o consumo de oxigénio no Estado 3 e no Estado 4. O grupo OVX-SED apresentou redugao
expressiva no RCR quando comparado aos demais grupos INT-SED (p = 0,0457), INT-TR (p
= 0,0006) ¢ OVX-TR (p = 0,0021). No entanto o grupo OVX-TR apresentou aumento
significativo que o OVX-SED (p = 0,0021), ndo apresentando diferenga significativa quando
comparado aos grupos INT-SED e INT-TR. O grupo INT-TR apresentou aumento significativo
em relagdo ao OVX-SED e ao INT-SED, atingindo a maior média observada. De forma
semelhante, o grupo OVX-TR apresentou valores significativamente maiores em relacdo ao
OVX-SED, além de diferir do INT-SED, ndo havendo diferenga em relagao ao INT-TR.

A Figura 20D, razdo de controle respiratorio (RCR), utilizado como marcados da
eficiéncia mitocondrial e da integridade da organela. O grupo OVX-SED apresentou uma
redugdo significativa de RCR em comparacao aos grupos treinados INT-TR e OVX-TR com
valor de p iguais (0,0004 e 0,0010). O treinamento foi capaz de restaurar a RCR do grupo OVX
atingindo valores semelhantes aos grupos controle. O grupo INT-TR apresentou o maior
aumento de RCR quando comparado aos grupos INT-SED e OVX-SED. O grupo OVX-TR
mostrou aumento significativo em relagdo ao OVX-SED, ndo apresentando diferenca em
relagdo ao grupo INT-TR.

Na Figura 20E observa-se a andlise da respirometria de alta resolu¢do nos diferentes
grupos experimentais (INT-SED, INT-TR, OVX-SED e OVX-TR). As curvas tragadas em
vermelho indicam a taxa de consumo de oxigénio contida na amostra do tecido, enquanto as
curvas tracadas em azul representam a concentragdo de oxigénio contida na cuba. Nos animais

do grupo OVX-SED observa-se um tragado com padrdo de consumo reduzido, contendo uma
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menor capacidade respiratdria mitocondrial. Os grupos INT-TR e OVX-TR apresentaram
curvas mais estaveis e com maior amplitude de resposta ap6s a adicao dos substratos, indicando
melhora na eficiéncia mitocondrial decorrente do treinamento fisico. O grupo INT-SED
apresentou um perfil intermediario, com consumo de oxigénio mais preservado em relagdo ao
OVX-SED, mas inferior aos animais treinados. Esses resultados confirmam que o treinamento

fisico ¢ capaz de restaurar a capacidade respiratoria mitocondrial.

Figura 20. Respiracdo Mitocondrial acoplada de bidpsia de cardiomidcitos do ventriculo esquerdo.
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Descricio: A: S3/CI: consumo de oxigénio pelos substratos do complexo I (respiragdo acoplada ou Estado 3 CI);
B: S3/CI + CII: consumo de oxigénio determinado pelos substratos dos complexos I e II (Estado 3 CI+CII); C:
RCR: razdo de controle respiratério; D: representacdo das corridas e titulagdes de todos os grupos. Grupos: INT-
SED (intacto sedentario), INT-RT (intacto- treinamento resistido), OVX-SED (ovariectomia- sedentario) e OVX-
RT (ovariectomia-treinamento resistido). Os valores sdo expressos como Média Desvio Padrao = (DP). Os
simbolos acima do DP representam a diferenca estatistica entre os grupos por ANOVA one-way seguida por teste
post hoc Fisher com (p<0,05). (*) diferenca significativa para o grupo OVX-SED, (#) diferenca significativa para
o grupo INT-SED, ($) diferenca significativa para o grupo OVX-RT.
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6.4.2 Respiracao Mitocondrial desacoplada em bidpsia do Coragdo (UCR, Vmax)

Na Figura 21 ¢ apresentado a analise do consumo de oxigénio em estado respiratorio
desacoplado. Na Figura 21A a UCR (ETS/S4) ¢ a razdo entre a capacidade do sistema de
transporte de elétrons desacoplado da mitocondria (ETS) e o estado 4 de respiragao (S4). Esse
indice reflete o quanto a mitocondria consegue operar independentemente da sintese de ATP,
funcionando como um marcador da capacidade méxima do sistema transportador de elétrons.
O grupo OVX-SED apresentou uma reducdo significativa quando comparado ao grupo INT-
RT (p=0,0003) e ao OVX-RT (p = 0,0227), indicando prejuizo na fungao mitocondrial apos a
ovariectomia. Por outro lado, o grupo OVX-RT demonstrou valores significativamente maiores
do que o INT-SED (p=0,0227) e estatisticamente semelhante ao grupo INT-RT (p= 0,958). Por
tanto a comparagao entre INT-RT e INT-SED demonstrou aumento da UCR, mas sem atingir
significancia estatistica (p= 0,0695).

Na Figura 21B, a Vmax, que ¢ um indicador da capacidade respiratéria mitocondrial
total, demonstrou diferengas significativas entre os grupos. O grupo OVX-SED apresentou o
menor valor de Vmax, significativamente inferior a todos os demais grupos. INT-SED (p =
0,0394), INT- TR (p=0,0003), OVX-RT (p=0,0001). Esses dados indicam que a ovariectomia
reduziu significativamente a capacidade mitocondrial maxima do consumo de oxigénio. O
grupo OVX-RT, por outro lado apresentou os maiores valores de Vmax e foram
significativamente maiores ao grupo OVX-SED (p=0,0001) e ao grupo INT-SED (p = 0,064).
O OVX-RT ndo teve diferenga significativa quando comparado ao grupo INT-RT (p = 0,4652),
indicando que o treinamento foi capaz de recuperar a fungdo respiratoéria mesmo prejudicada

pela ovariectomia.
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Figura 21. Respiracdo Mitocondrial desacoplada do coracdo (UCR, Vmax).
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Descriciao: A: UCR: razdo de controle desacoplado determinada pelo ETS/S4. B: Vmax: estado respiratdrio
experimentalmente ndo acoplado maximo; Grupos: INT-SED (intacto sedentario), INT-RT (intacto- treinamento
resistido), OVX-SED (ovariectomia- sedentario) e OVX-RT (ovariectomia-treinamento resistido). Os valores sao
expressos como Média Desvio Padrdo + (DP). Os simbolos acima do DP representam a diferenca estatistica entre
os grupos por ANOVA one-way seguida por teste post hoc Fisher com (p<0,05).

6.4.3 Respiracao de vazamento Mitocondrial em bidpsia do Coragdo (S2, S4 e RCR)

Na Figura 22 trata-se da andlise da respiragdo de vazamento mitocondrial expressa em
[pmol/(s*mg). Na Figura 24A, o estado 2 (S2) reflete o consumo de oxigénio basal na presencga
de substratos, mas na auséncia de ADP, sendo considerado um marcador da atividade
mitocondrial em repouso antes da fosforilagdo. A analise ndo indicou diferenga significativa
entre os grupos, o consumo de Oz foi menor no grupo INT-SED em comparacdo com os demais
grupos INT-RT (p = 0,3189), OVX-SED (p = 0,7422), OVX-RT (p = 0,1944), no entanto
nenhuma dessas diferengas atingiram significancia estatistica. Esses dados reforcam que a
atividade mitocondrial em repouso antes da adicao de ADP, ndo ¢ um marcador sensivel das
alteracdes bioenergéticas induzidas pela ovariectomia ou pelo treinamento, sugerindo que o S2
permanece constante diante dos processos fisioldgicos causados.

Na Figura 22B refere-se aos dados do estado 4 (S4) da respiragdo mitocondrial que
representa o consumo maximo de O; apds fosforilacao oxidativa de ADP, quando os niveis de
ATP estdo elevados e a atividade respiratoria diminui. Esse estado reflete no fluxo de prétons
de retorno e o grau de acoplamento da membrana mitocondrial, sendo um marcador de
integridade e funcionalidade da organela. Os dados apresentados no S4 foram semelhantes em
todos os grupos o que indica que nao foram observadas diferengas estatisticamente

significativas e indica que a respiragdo mitocondrial permaneceu estavel neste estado.
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Figura 22. Respiracdo de vazamento mitocondrial em bidpsia tecidual do ventriculo esquerdo.
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Descricao: A: S2: respiragdo em repouso (respira¢do de fuga ou Estado 2); B: S4: respiragdo com vazamento
experimental (Estado 4); C: RCR: Indice de controle Respiratorio; Grupos: INT-SED (intacto sedentario), INT-
RT (intacto- treinamento resistido), OVX-SED (ovariectomia- sedentario) e OVX-RT (ovariectomia-treinamento
resistido). Os valores s@o expressos como Média Desvio Padréo & (DP). Os simbolos acima do DP representam a
diferenca estatistica entre os grupos por ANOVA One-Way seguida por teste post hoc Fisher com (p<0,05).

6.5 ATIVIDADE DA CITRATO SINTASE

Na Figura 23A apresenta a expressao génica do mRNA da Citrato Sintase ¢ a Figura
23B apresenta a analise da atividade enzimatica da Citrato Sintase, ambas ndo apresentaram
estatisticamente diferengas significativas entre os grupos. Os dados indicam que nem a

ovariectomia € nem o treinamento resistido alteraram a densidade mitocondrial dos

cardiomiocitos do ventriculo esquerdo.

Figura 23. Atividade e Expressdo Génica da enzima citrato sintase cardiomidcitos do ventriculo esquerdo.
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Descricdo: Grupos: INT-SED, intacto sedentario; INT-RT, intacto treinamento resistido, OVX-SED,
ovariectomia sedentario; e OVX-RT, ovariectomizado treinamento resistido. Os valores sdo expressos como
Meédia Desvio Padréo +. Os simbolos acima do DP representam a diferenga estatistica entre os grupos por ANOVA
One-ay seguida por teste post hoc Fisher com (p<0,05). (*) diferenga significativa para o grupo OVX-SED, (#)
diferenca significativa para o grupo INT-SED, (§) diferenca significativa para o grupo OVX-RT.
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7.0 DISCUSSAO

7.1 ANALISE DA CARGA DE CARREGAMENTO, MASSA CORPORAL E MASSA
UTERINA

O protocolo de treinamento resistido (TR) foi estruturado a partir do modelo proposto
por Hornberger e Farrar (2004), amplamente utilizado em experimentos com animais para
avaliar as adaptagdes musculares e posteriormente adaptado por Queiroz et al. (2025) para
atender as hipoteses deste estudo em modelos experimentais com diferentes perfis fisioldgicos.
Casa sessdo consistiam em cinco subidas consecutivas com cargas progressivas
correspondendo a 65%,70%,80% e 85% da CMC previamente determinada para cada animal.
Nesta condicao possibilita a aplicagdo de sobrecarga progressiva dentro de uma mesma sessao,
garantindo recrutamento crescente das fibras musculares e estimulo tanto de for¢ca quanto de
resisténcia, estratégia também adotada por Tamaki et al. (1992) e Carbone et al. (2012). O
periodo total de treinamento do nosso estudo foi de 20 semanas, porém para a analises de carga
de carregamento selecionamos cinco semanas ao longo do periodo (semanas 1, 5, 10, 15 e 20).

Na tabela 3 apresenta a evolug¢do da Carga Maxima de Carregamento (CMC), Carga
Absoluta de Carregamento (CAC) e Carga Relativa de Carregamento (CRC) ao longo de 20
semanas de treinamento resistido (TR) nos grupos INT-TR e OVX=TR. Observou-se um
aumento progressivo e significativo em todas as variaveis de carga em ambos 0s grupos,
indicando uma adaptacao positiva ao treinamento e melhora gradativa da capacidade funcional.

Na CMC, houve incremento expressivo nas duas condigdes experimentais. O grupo
INT-TR demonstrou diferencas significativas ao longo das semanas com variagdes
significativas nas semanas 10,15 ¢ 20 (p <0,05). Ja o grupo OVX-TR apresentou aumento entre
as semanas, embora sem diferencas significativas entre as semanas. Ao final do protocolo foi
observada diferenca significativa entre os grupos, com melhor desempenho do grupo INT-TR,
0 que sugere maior eficiéncia adaptativa em animais com funcao ovariana preservada.

A CAC também apresentou comportamento crescente durante o periodo experimental,
evidenciando o desenvolvimento da forca absoluta. O grupo INT-TR apresentou aumento da
semana | para a semana 20 com diferencas significativas a partir da semana 5 e mantidas até a
semana 20. O grupo OVX-TR apresentou evolugao similar confirmando que o TR foi capaz de
promover adaptagdes consistentes, mesmo sob a influéncia da deficiéncia estrogénica.

A CRC seguiu 0 mesmo padrdo de incremento, demonstrando que o treinamento foi

efetivo em ajustar as cargas relativas a massa corporal. O grupo INT-TR apresentou diferengas



79

significativas em todas as semanas, enquanto o grupo OVX-TR teve um aumento progressivo,
porém com menor magnitude. Essa evolugao reflete uma melhor adaptagdo neuromuscular e
metabolica, indicando que o TR foi capaz de otimizar a eficiéncia do sistema contratil e o
aproveitamento energético, mesmo sob condigdes de hipoestrogenismo.

Esses achados corroboram com os resultados descritos por Queiroz et al. (2025) e Marin
et al. (2023), que também observaram aumento gradativo na carga de carregamento e na
adaptacao metabolica em modelos OVX submetidos ao TR. Tais estudos refor¢am a hipotese
de que o TR promove ajustes funcionais e bioenergéticos, incluindo a melhoria da forca
muscular e da capacidade oxidativa, atenuando os efeitos deletérios da deficiéncia estrogénica
sobre o sistema musculoesquelético, desta forma os resultados obtidos neste estudo confirmam
a eficacia do treinamento resistido como estratégia terapéutica para mitigar a perda de forca e
massa muscular associadas 2 menopausa sendo uma intervencdo segura e eficiente para
promover adaptagoes fisioldgicas favoraveis nas condigdes de hipoestrogenismo.

Os resultados da tabela 4 demonstraram que a OVX promoveu um aumento
significativo na massa corporal ao longo do tempo nos grupos OVX-SED e OVX-TR em
comparagdo aos grupos INT-SED e INT-TR. Esse achado estd em concordancia com a literatura
que descreve a OVX como um modelo experimental de deficiéncia estrogénica, levando ao
aumento do peso corporal devido a redu¢do do metabolismo basal e aumento da ingestdo
alimentar. Segundo Lovejoy et al. (2008), a deficiéncia de estrogénio esta asscoaiada a um
aumento da adiposidade corporal e redistribuicdo do tecido adisposo, contribuindo para o ganho
de peso observado apds a menopausa ou ovariectomia. Além disso, a evolucao ponderal dos
grupos experimentais ao longo das semanas refor¢ca o efeito cumulativo da auséncia
estrogénica. O grupo OVX-SED apresentou os maiores valores de massa corporal desde a 5?
semana até o final do experimento, indicando que a auséncia de estrogénio, associada a
inatividade fisica, potencializa o acimulo de tecido adiposo. Em contrapartida o grupo OVX-
TR apresentou aumento menos acentuado, sugerindo que o TR exerceu efeito atenuante sobre
o ganho de peso, mesmo na condicdo de deficiéncia hormonal. Esses resultados corroboram
com os achados de Corriveau et al. (2008), que demonstraram que o exercicio resistido reduz
a deposi¢do de gordura corporal e melhora parametros metabdlicos em ratas OVX, mesmo sem
normalizar completamente o peso corporal. Segundo o estudo, o estimulo mecanico do
treinamento atua sobre vias de sinalizacdo que aumentam a oxidagdo de acidos graxos e

preservam a massa muscular, contribuindo para a regulacdo da composicao corporal.
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Em relagdo a massa uterina, observou-se uma reducao significativa nos grupos
OVX em comparacdo aos grupos INT, confirmando a eficicia da cirurgia e a consequente
deficiéncia estrogénica. A reducao da massa uterina ¢ um marcador bioldégico amplamente
utilizado para validar a ovariectomia conforme descrito por Yousefzadeh et al. (2020), que

destacam a atrofia uterina como uma resposta direta a auséncia de estrogénio circulante.

7.2 ANALISES RESPIROMETRICAS

O sistema cardiovascular é constituido por estruturas especializadas como miocardio,
artérias, veias e capilares que € essencial para a homeostase metabdlica e o transporte eficiente
de oxigénio, nutrientes e metabolitos. Alteracdes funcionais ou estruturais nesse sistema pode
culminar e um espectro de doencas cardiovasculares (DCVs) incluindo insuficiéncia cardiaca,
entre outras patologias (ARNETT et al., 2019). As mitocondrias sdo organelas de dupla
membrana externa lisa e interna dobrada onde estdo localizadas as enzimas da cadeia
transportadora de elétrons, fundamentais para a manutengdo da respiragdo aerdbica e para o
suprimento energético celular por meio da fosforilagao oxidativa (OXPHOS). Sua disfuncdo ¢
ocasionada frequentemente pela redugdo da eficiéncia da cadeia transportadora de elétrons
(CTE). No coragao, onde existe uma alta demanda energética, as mitocondrias desempenham
papel principal no fornecimento de ATP necessdrio para a contragdo e relaxamento dos
cardiomidcitos. O acimulo de mitocondrias comprometidas funcionalmente est4 associado ao
desenvolvimento de DCVs (MANOLIS et al., 2020). Nas condic¢des da insuficiéncia cardiaca,
a dependéncia do miocéardio por OXPHOS eficiente torna-se ainda mais critica, evidenciando
a fragilidade do tecido a disfun¢do mitocondrial (LOPASCHUCK et al., 2021).

Para avaliar a fungao mitocondrial do tecido dos cardiomidcitos, realizamos a técnica
por meio da Respirometria de Alta Resolugdo, que permite analisar o consumo de oxigénio em
tempo real dos diferentes estados respiratério da Cadeia Transportadora de Elétrons e sua
capacidade maxima tornando possivel identificar alteragdes na eficiéncia da OXPHOS e

disfungdes nos complexos da CTE.
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7.2.1 Eficiéncia Respiratéria Mitocondrial acoplada em bidpsia do Coragado (S3 CI, S3 CI +
CII E RCR)

No presente estudo observamos uma redugdo significativa na respiragdo mitocondrial
no Estado 3 via complexo I (S3 CI) no grupo OVX-SED em relagdo ao INT-SED, evidenciando
comprometimento da fosforilagdo oxidativa (OXPHOS), consequentemente limitacdo na
geragao de ATP. Esse achado ¢ consistente com Flegner et al. (2023), que também reportaram
redugdo do consumo de Oz no Estado 3 em fibras cardiacas permeabilizadas de camundongos
OVX, reforcando a sensibilidade do miocardio a deficiéncia estrogénica e sugerindo possivel
envolvimento de alteragcdes do Complexo I € no controle do fluxo de NADH.

No estado 3 via complexos I + II (S3 CI+CII) observamos uma queda significativa no
OVX-SED em comparacao ao INT-SED, indicando que a disfungdo mitocondrial se estende
por diferentes pontos da cadeia transportadora de elétrons. Em contrapartida o grupo OVX-RT
apresentou recuperagdo na respiracdo mitocondrial nesse estado, com valores comparaveis aos
do INT-RT. Esses resultados se alinham com os dados de Laurindo et al. (2021), que
demonstraram preservagdo da fungdo mitocondrial no coragdo de ratos obesos submetidos a
treinamento resistido.

Narazao de controle respiratorio (RCR), um parametro sensivel e amplamente utilizado
para avaliar o acoplamento mitocondrial, observamos redugdo acentuada no OVX-SED,
indicando desacoplamento e ineficiéncia respiratoria. O OVX-RT, por sua vez, apresentou
aumento expressivo de RCR, superando o INT-SED e aproximando-se dos niveis do INT-RT,
sugerindo recuperagdo e até otimizagao da eficiéncia mitocondrial. Isso refor¢a o papel do TR
como modulador da bioenergética cardiaca, fato também relatado por Schulman-Geltzer et al.
(2024), que observaram elevacdo significativa da RCR mitocondrial no miocéardio de
camundongos na primeira semana pos-parto, em comparacao ao final da gestacdo, interpretada
como adaptacao bioenergética ao coragdo. Essa andlise quando comparado aos nossos estudos
confirma a alta plasticidade mitocondrial cardiaca em resposta a privagdo estrogénica,
reforcando o papel do estrogénio na modulagcdo do acoplamento respiratério e da eficiéncia
energética.

Além disso, nossos métodos de avaliagdao (S3 e RCR) foi encontrado no trabalho de
Krajcova et al. (2020), que validaram a alta reprodutibilidade dessas medidas em homogenatos
de musculo cardiaco humano, mesmo com amostras pequenas, demonstrando robustez e

aplicabilidade clinica. Por outro lado, a relevancia clinica dos nossos resultados ¢ reforcada
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pelo estudo de Scheiber et al. (2019), que observaram redugdes marcantes de S3 ¢ RCR em
bidpsias ventriculares de pacientes com insuficiéncia cardiaca, associadas a desacoplamento
mitocondrial. A semelhanga dos padrdes observados sugere que a disfungdo mitocondrial
cardiaca induzida pela deficiéncia estrogénica pode compartilhar mecanismos com doengas
cardiacas, incluindo aumento do estresse oxidativo, desequilibrio na oferta e demanda de ATP,
além do comprometimento da cadeia respiratodria.

Uma das hipoteses iniciais do nosso estudo era de que a ovariectomia seria capaz de
promover a disfun¢ao mitocondrial nos cardiomiécitos do ventriculo esquerdo, tecido altamente
dependente de ATP, e que o TR poderia atuar como um potencial regulador mitocondrial. Os
resultados obtidos confirmam essa hipdtese, uma vez que observamos redugdes significativas
nos parametros da respira¢do mitocondrial acoplada do S3/CI e S3 /CI+CII e RCR nos grupos
OVX. O TR foi capaz de promover melhora expressiva nesses parametros respiratorios,
promovendo um efeito modulador sobre a fun¢do mitocondrial cardiaca revertendo assim o

papel da disfung@o mitocondrial p6s menopausa.

7.2.2 Eficiéncia Respiratéria Mitocondrial desacoplada em bidpsia do Coragdo (Vmax-UCR)

A ovariectomia prejudica a fun¢@o mitocondrial cardiaca reduzindo a capacidade
respiratdria maxima das mitocondrias e alteragdes estruturais (BAEZA et al., 2014). O consumo
de oxigénio do Vmax foi medido através do desacoplador (FCCP) que rompe o acoplamento
entre a cadeia transportadora de elétrons (ETS) e a producdao de ATP (PESTA; GNAIGER,
2012).

No presente estudo observamos uma redugdo significativa no grupo OVX-SED,
demonstrando comprometimento na capacidade respiratoria maxima das mitocondrias
cardiacas. Por outro lado, os grupos submetidos ao treinamento resistido (OVX-RT e INT-RT)
exibiram elevacdo expressiva do Vmax, com destaque para o OVX-RT, indicando que o TR ¢
capaz de restaurar ou até potencializar a fungdo desacoplada, mesmo na auséncia de estrogénio.

Na Razao de Controle Desacoplado (UCR = ETS/S4), observamos redugao significativa
no grupo OVX-SED em comparacdo aos demais. Essa diminuicdo sinaliza perda de capacidade
respiratoria méxima acima da basal, ou seja, uma limitagdo na eficiéncia metabolica
mitocondrial. O TR restaurou a UCR no grupo OVX-RT, reafirmando sua habilidade em
reestabelecer a poténcia disponivel para geracdo de energia sob demanda. No entanto o

protocolo utilizado do treinamento resistido em nosso estudo com sobrecarga progressiva
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demonstrou-se eficiente em reverter a redugdo provocada pela ovariectomia, refor¢gando seu

papel essencial como estratégia de preservacao da fungdo mitocondrial cardiaca.

7.2.3 Eficiéncia Respiratoria de vazamento mitocondrial em bidpsia do Coragao (S2 ¢ S4 ¢
RCR)

O estado 2 ¢ uma das cinco fases do estado respiratorio, que representa o consumo de
O pelas mitocondrias isoladas, a velocidade do consumo de O> € o que determina a respiragao
basal da mitocondria. Essa respiracao ¢ conhecida como “leak respiration” que € o pequeno
vazamento de protons que retorna para a matriz mitocondrial sem passar pela ATPsintase
(CHANCE; WILIAMS, 1955). O nosso resultado demonstrou que a respiragdo de vazamento
mitocondrial (S2) refletida pelo consumo de O na auséncia de ADP, foi significativamente
aumentada nos grupos treinados (INT-RT e OVX-RT) em comparagdo ao grupo (INT-SED).
Esse aumento pode representar uma adaptacdo fisioldgica ao treinamento resistido. Por outro
lado, o grupo (OVX-SED) nao apresentou diferenga significativa na respiracao de vazamento
observada nas mitocondrias cardiacas do grupo OVX-SED quando comparado ao grupo INT-
SED.

O estado 4 mostra como a mitocondria respira quando ndo estd produzindo ATP
ativamente, ¢ um estado que representa uma condi¢do nao fosforilativa em que a cadeia
transportadora de elétrons permanece ativa, mas a sintese de ATP est4 inibida, seja por ADP
ou inibidores envolvidos na ATP sintase. Essa condi¢@o permite avaliar o consumo de oxigénio
basal mitocondrial relacionado principalmente a atividade de vazamento de prétons através da
membrana mitocondrial interna e a integridade da membrana. No presente estudo foi observado
maior consumo de Oz no grupo OVX-SED.

O RCR, calculado pela razdo entre as taxas respiratorias nos estados 3 e 4, ¢ um
marcador sensivel da eficiéncia mitocondrial e da integridade da membrana interna. Em nosso
estudo observou-se uma reducao significativa no grupo OVX-SED sugerindo que a OVX
compromete o acoplamento entre a CTE e a OXPHOS, possivelmente por um aumento no
vazamento de prétons ou por alteragdes estruturais na membrana mitocondrial. Em
contrapartida o TR restaurou o RCR nos animais OVX indicando que essa interven¢do pode
reverter prejuizos bioenergéticos, favorecendo o restabelecimento do acoplamento respiratorio.
Nos grupos INT-RT e INT-SED reforga a ideia de que o TR mantém a fun¢do mitocondrial

estavel, atuando principalmente como fator frente a condigdes adversas.
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7.3 EXPRESSAO GENICA

7.3.1 Expressdo Génica relacionada a CTE (CI, CII, CIII, CIV)

A ovariectomia (OVX) ¢ utilizada como modelo experimental de menopausa, contudo
tem sido associada a disfun¢do mitocondrial em diferentes tecidos, incluindo o coragdo. Estudos
anteriores demonstraram que a OVX compromete a expressao de proteinas envolvidas na cadeia
transportadora de elétrons (CTE), na fosforilagcao oxidativa (OXPHOS) e em vias relacionada
ao metabolismo de lipidios e carboidratos. O estudo de Ventura-Clapier et al. (2019)
demonstrou que ratas ovariectomizadas apresentaram uma reducdo notavel de proteinas
mitocondriais cardiacas com impactos diretos sobre a bioenergética e integridade funcional do
miocérdio.

Nossa hipotese foi de que a ovariectomia induziria prejuizos na fun¢do mitocondrial dos
cardiomidcitos do ventriculo esquerdo e que o treinamento resistido seria capaz de reverter
eficientemente tais alteragdes melhorando a expressao génica. Essa hipotese foi confirmada em
nosso estudo demonstrando alteracdes significativas na expressao dos genes da CTE (complexo
I[alV)emrespostaa OVX e ao TR.

A analise foi conduzida utilizando o gene de referéncia Psmc4, que se manteve estavel
entre os grupos, validando seu uso no RT-qPCR. Observamos que o grupo OVX-SED
apresentou reducdo significativa na expressao génica dos complexos I a IV, o que pode
comprometer o fluxo de elétrons na cadeia transportadora de elétrons e prejudicar a producdo
de ATP. Em contrapartida, o grupo INT-RT apresentou aumento significativo na expressao
desses genes quando comparado ao grupo sedentario, € o grupo OVX-RT também demonstrou
aumento expressivo, indicando que o TR contribuiu eficientemente para a respiracao
mitocondrial. Esses achados corroboram com o estudo De Motra ef al. (2021) que observaram
que o treinamento aerdbio em ratas OVX promoveu disfungdes significativas na bioenergética
cardiaca, incluindo diminui¢do na capacidade mitocondrial, alteracdes no controle do célcio

intracelular, aumento do estresse oxidativo e redu¢ao na contratilidade miocardica.

7.3.2 Expressao dos Genes relacionado a OXPHOS (ATPs, PiC, ANT1)

A fosforilagao oxidativa (OXPHOS) ¢ o principal processo mitocondrial de produgao
de ATP, envolvendo proteinas que atuam de forma coordenada, como a ATP sintase (ATPs), o
carreador de fosfato inorganico (PiC) e a translocase de ADP/ATP (ANT1). Essas proteinas

podem se organizar no chamado ATP synthasome, um supercomplexo que conecta fisicamente
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a sintese e a exportagio de ATP, tornando o processo mais eficiente e seguro (NUSKOVA et
al., 2015).

No presente estudo, o grupo OVX-SED apresentou reducao significativa na expressao
dos genes ATPs, PiC e ANTI1 em relacdo ao grupo nao INT-SED e INT-TR sugerindo
comprometimento do acoplamento entre transporte de elétrons e sintese de ATP em condic¢des
de hipoestrogenismo. Em contrapartida, os grupos OVX-RT e INT-RT mostraram aumento
significativo na expressao desses genes, indicando que o TR exerceu um efeito restaurador
sobre a bioenergética mitocondrial. Esses achados sugerem que o TR pode ter favorecido a
reorganizagdo funcional do ATP synthasome nos cardiomidcitos contribuindo para a
preservagao da capacidade energética mesmo em condigdes de OVX.

Na expressdo da PiC observamos que sua expressdo, normalizada pelo gene de
referéncia PSMC4, foi significativamente maior no grupo INT-RT comparado ao INT-SED,
demonstrando um efeito positivo do TR na regulacdo dessa proteina. Contudo nos grupos OVX-
SED e OVX-TR, a resposta adaptativa ao TR foi substancialmente atenuada, com valores
proximos aos do OVX-SED indicando que a ovariectomia compromete a inducdo da PiC
mesmo diante de estimulo fisico. Esses achados estdo alinhados com o estudo de Foster et al.
(2021), que demonstrou que a perda funcional da PiC leva a falha na OXPHOS e ao
desenvolvimento de cardiomiopatia.

De forma semelhante, a ANT1 apresentou aumento significativo na expressao do gene
n grupo INT-RT em comparagdo ao INT-SED evidenciando que a presenca de estrogénio
favorece a indugdo dessa proteina fundamental para a troca de ADP/ATP na membrana
mitocondrial interna. Nos grupos OVX, embora o TR tenha promovido aumento de ANT1 em
relagdao ao OVX-SED, a magnitude dessa resposta foi inferior a observada nos grupos intactos.
A importancia da ANT1 na fisiologia cardiaca é corroborada por Schaefer ef al. (2022), que
relataram que camundongos deficientes nesta proteina desenvolvem cardiomiopatia,
intolerancia ao exercicio e disfungdo mitocondrial associada a superproliferagdo de organelas
disfuncionais.

Em conjunto, nossos resultados indicam que o TR ¢ capaz de restaurar parcialmente a
expressdo coordenada de genes essenciais para a OXPHOS, favorecendo a eficiéncia da
producao e exportacdo de ATP no coragdo. No entanto em condi¢gdes de hipoestrogenismo, essa
resposta adaptativa € atenuada, o que pode aumentar a vulnerabilidade do miocardio frente a

sobrecargas energéticas e reduzir a capacidade de adaptagdo funcional.
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7.4 CITRATO SINTASE

7.4.1 Expressdo do gene (mRNA e atividade enzimatica)

No presente estudo, tanto a expressao génica do mRNA (Figura 25A) quanto a atividade
enzimdtica Citrato Sintase (Figura 25B) ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos, indicando que tanto a ovariectomia como o treinamento resistido ndo promoveram
alteragdes na densidade mitocondrial do ventriculo esquerdo. Considerando que essa enzima €
um marcador classico do conteudo mitocondrial, os achados sugerem que as adaptacdes
induzidas pelo treinamento foram predominantemente funcionais. De forma semelhante,
Widacha et al. (2025) relataram que, em camundongos com insuficiéncia cardiaca submetidos
a exercicio aerobio moderado, ocorreram ajustes metabdlicos cardiacos sem alteragdes na
densidade mitocondrial. Apesar de serem modelos de estudos distintos, o aspecto comparado

¢ que em ambos a densidade mitocondrial foi preservada.

8.0 CONCLUSAO

Os resultados do estudo demonstraram que a ovariectomia (OVX) causou prejuizos
significativos na fun¢do mitocondrial, comprometendo a respiracao dos cardiomiécitos do
ventriculo esquerdo nos estados acoplados S3 e S3Suc, que refletem a atividade dos complexos
I e II da cadeia transportadora de elétrons (CTE). Essa disfuncao bioenergética foi acompanhada
por uma redugdo significativa na expressao génica dos complexos I a IV. Desta forma o
resultado indica a perda da capacidade respiratéria mitocondrial associada a ovariectomia
(OVX) comprometendo de forma significativa a capacidade oxidativa dos cardiomidcitos do
ventriculo esquerdo, refletindo assim uma menor eficiéncia metabolica. Observou-se também
a reducdo significativa na expressdo dos genes relacionados a fosforilacdo oxidativa
(OXPHOS) ATPs, PiC e ANT1, esses genes codificam proteinas fundamentais para a produgao
e o transporte eficiente de ATP na mitocondria, quando ha uma diminuicao simultanea desses
trés genes ocorre uma desestruturagdo funcional comprometendo assim diretamente a
contratilidade provocada pela ineficiéncia das mitocondrias.

Portanto o treinamento resistido atua como estratégia nao farmacoldgica, € demonstrou
um aumento significativo no consumo de oxigénio mitocondrial bem como aumento expressivo
nos complexos da CTE e dos principais genes da OXPHOS. Estes resultados confirmam que o

treinamento resistido foi capaz de restaurar a fun¢ao mitocondrial prejudicada pela OVX e ficou
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evidente que a ovariectomia compromete a bioenergética mitocondrial dos cardiomidcitos do
ventriculo esquerdo, enquanto o treinamento resistido atua como estratégia terapéutica e
potencial assim de preservar e proteger o sistema cardiovascular em condi¢des de menopausa

e privagdo hormonal.
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