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RESUMO

A menopausa, fase de interrupgdo permanente da atividade folicular ovariana,
desencadeia alteracGes teciduais e moleculares no organismo das mulheres. O ganho de
massa corporal e a sarcopenia sao dois importantes efeitos deletérios que ao longo do
tempo, afetam a independéncia funcional e consequente qualidade de vida das mesmas.
O treinamento resistido (TR), a restricdo calérica (RC) séo intervencdes que podem
amenizar e retardar esses processos degenerativos relacionados a menopausa. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos do TR e RC sobre os marcadores de biogénese e
dindmica mitocondrial sobre o quadriceps de ratas ovariectomizadas. Ratas Holtzman
foram alocadas em 8 grupos (n=10) Sham sedentarias, treinadas, restricdo calérica e
associagdo treinamento com restricdo calérica (SHAM SED, SHAM TR, SHAM RC E
SHAM TR-RC), ovariectomizadas sedentarias, treinadas, restricdo calorica e associacao
treinamento com restri¢do caldrica (OVX SED, OVX TR, OVX RC e OVX TR-RC). As
cirurgias ovariectomia (OVX) e pseudo-ovariectomia (SHAM) foram realizadas quando
as ratas alcancaram 250g de massa corporal. Dois dias apds as cirurgias, iniciou-se o
controle do consumo alimentar e apds 10 dias de recuperacdo das cirurgias, iniciou 0 TR
que consistiu em 13 semanas de treinamento de escalada em escada vertical, com 72 horas
de intervalo entre as sessfes de treinamento. A intensidade do TR foi de 65, 85, 95 e
100% da carga maxima de carregamento previamente determinada para cada rata. Apos
a quarta escalada, acrescentou-se 30g para determinar a nova carga maxima de
carregamento. A eutanasia dos animais ocorreu ap6s 13 semanas de TR e 48 horas ap0s
a ultima sesséo de treino. O musculo quadriceps da pata traseira direita foi excisado e
armazenado a -80°C para as analises da expressdo génica e proteica dos mediadores da
biogénese e dinamica mitocondrial. A ovariectomia em ratas alterou a biogénese e
dindmica mitocondrial, bem como a massa corporal e 0 consumo alimentar. As
intervencdes propostas foram eficazes em amenizar os ganhos da massa corporal e
reverter as alteracbes moleculares encontradas na ovariectomia, principalmente em

relacdo a biogénese e dindmica mitocondrial.

Palavras-chave: Ovariectomia, treinamento resistido, restricdo caldrica, biogénese e

dindmica mitocondrial, masculo quadriceps.



ABSTRACT

Menopause, permanent discontinuation phase of ovarian follicular activity, triggers tissue
and molecular changes in the body of women. The obesity and sarcopenia are two
important deleterious effects, affect the functional independence and therefore the quality
of life of the same. Resistance training (RT), caloric restriction (CR) are interventions
that can minimize and slow down these degenerative processes related to menopause. The
objective of this study was evaluate the effects of TR and RC on the biogenesis markers
and mitochondrial dynamics on the quadriceps mucle of ovariectomized rats. Ratas
Holtzman were divided into 8 groups (n = 10) Sham sedentary, trained, caloric and
association training restriction with caloric restriction (SHAM SED, SHAM TR, SHAM
RC AND SHAM TR-RC), ovariectomized sedentary, trained, caloric restriction and
association training with caloric restriction (OVX SED, OVX TR, OVX and OVX RC
TR-RC). The ovariectomy surgery (OVX) and pseudo-ovariectomy (Sham) was
conducted when the rats reached 250g body weight. Two days after surgery, began the
control of food intake and after 10 days of recovery from surgery, began the TR which
consisted of 13 weeks of climbing training vertical ladder, with 72 hours between training
sessions. The intensity of TR was 65, 85, 95 and 100% of the predetermined maximum
load for each load proportion. After the fourth climbing, it was added 30g to determine
the new maximum filler loading. Euthanasia of the animals after 13 weeks was TR and
48 hours after the last training session. The quadriceps muscle of the right hind foot was
excised and stored at -80°C for analysis of gene expression and protein mediators of
biogenesis and mitochondrial dynamics. The ovariectomy in rats altered mitochondrial
biogenesis and dynamics as well as body weight and food consumption. The proposed
interventions have been effective in minimized the body mass gains and reverse the
molecular changes found in ovariectomy, especially in relation to mitochondrial

biogenesis and dynamics.

Keywords: Ovariectomy, resistance training, caloric restriction, mitochondrial

biogenesis and dynamics, quadriceps muscle
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1. INTRODUCAO

Segundo dados do IBGE (2012), no Brasil as mulheres representam mais de 50%
da populacdo brasileira com expectativa de vida por volta dos 73,9 anos. Portanto, a
mulher ird alcancar e ultrapassar a idade da fase de interrup¢do permanente da atividade
folicular ovariana, denominada menopausa. Durante a vida reprodutiva da mulher, cerca
de 400 dos foliculos primordiais crescem em foliculos maduros e ovulam, sendo que,
centenas de milhares de dvulos degeneram. Em torno dos 45 anos de idade, poucos
foliculos primordiais continuam sendo estimulados pelas gonadotropinas (hormdnio
foliculo-estimulante — FSH e horménio luteinizante — LH) e, a producéo dos estrogénios
pelos ovarios diminui a medida que os foliculos primordiais se aproxima do zero (HALL,
2011).

GUYTON & HALL TRATADO DE FISIOLOGIA MEDICA - 12" Edicao
Hall

ISBN: 9788535237351
Elsevier Editora
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Figura 1. Secrecdo de estrogénio durante toda a vida sexual da mulher (adaptado de HALL, 2011).

O estrogénio é uma molécula de sinalizacdo sistémica, que além dos ovarios é
produzido pelas glandulas adrenais. Conduzido através do sistema circulatorio, este
horménio possui importante funcdo na regulacdo e coordenacdo das funcbes de 6rgaos,
células e genes. Para isto, o estrogénio utiliza um repertdrio de receptores e vias de
sinalizacdo para ativar e regular as respostas moleculares e gendmicas necessarias a

sobrevivéncia celular. Existem trés formas de estr6geno no organismo: estrona (E1),
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estradiol (E2) e estriol (E3). Durante a vida reprodutiva da mulher o principal estrogeno
circulante é 17p-estradiol (E2), este é a forma mais potente (KUIPER et al., 1997).

A diminuicdo da producéo de estrogénios pelos ovarios ocorre de forma gradual
e podemos dividi-la em trés etapas: pré-menopausa, perimenopausa e pds-menopausa.
Estima-se que as mulheres permanecam um terco das suas vidas em estado de deficiéncia
hormonal, o que nos leva a investigar e compreender as consequéncias deste quadro, com
0 objetivo de amenizar e retardar os efeitos deletérios associados (MORAES;
VANDENBERGHE; SILVA, 2007).

A ovariectomia em ratas jovens (13 semanas de vida) € uma técnica amplamente
utilizada e consiste na retirada bilateral dos ovarios na idade reprodutiva do animal
saudavel. Brinton (2012) mostra que apds 1 a 2 semanas da ovariectomia, quase ndo é
possivel detectar a presenga de 17p-estradiol no plasma sanguineo, sendo considerado um
modelo translacional da menopausa humana em animais. O fato da ovariectomia ser
realizada em ratas jovens, promove a diferenciacéo entre caracteristicas que poderiam ser

confundidas com o envelhecimento fisiologico e ndo, com a auséncia do estrogénio.

2. REVISAO BIBILIOGRAFICA

2.1 Menopausa e Sarcopenia

A diminuicdo da producdo de estrogénio contribui para a reducdo da densidade
mineral 0ssea, redistribuicdo da gordura subcutanea para as areas viscerais, aumento do
risco de doencas cardiovasculares e alteracdes na homeostase da glicemia. Portanto, a
menopausa gera um impacto negativo na satde da mulher e a reducédo do estrogénio pode
causar um impacto negativo direto no tecido muscular (MALTAIS et al., 2009).

De uma forma geral, a diminuicdo da massa muscular inicia a partir da terceira
década de vida, com um declinio significativo a partir da quinta década. Porém, essa perda
ndo ocorre de forma homogénea entre homens e mulheres. As mulheres apresentam uma
perda de massa e forca muscular ligeiramente acelerada durante o processo de menopausa
(MALTAIS et al., 2009). Goodpaster et al. (2006) citam que a partir da quarta década de
vida hd uma reducdo da massa magra de quase 0,6% ao ano, enquanto Rolland et al.
(2007) demonstrou um declinio de 1% ao ano apds a menopausa €, que a quantidade de
potassio corporal total, um marcador de massa muscular magra, também apresentou um

declinio do primeiro para o terceiro ano da menopausa.
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A composicdo muscular da mulher na fase p6s-menopausa apresenta o dobro de
tecido ndo-contrétil por unidade de area de seccdo transversa muscular, quando
comparada a mulheres jovens (BROWN, 2008; MALTAIS et al., 2009). Grande parte
deste tecido ndo-contratil é constituido por gordura intramuscular, a qual esta aumentada
de forma significativa na menopausa. Segundo Brown (2008), a mulher estoca mais
gordura intramuscular e utiliza menos glicogénio muscular, quando comparada ao
homem.

Na menopausa, além da reducdo dos niveis de estrogénio, outros fatores sdo
importantes para o declinio da massa muscular. A inatividade fisica, o baixo consumo de
proteinas, o déficit de vitamina D, o aumento de citocinas inflamatérias e o estresse
oxidativo contribuem para o desenvolvimento da sarcopenia na pds-menopausa
(SIGNORELLLI et al., 2006; ANAGNOSTIS et al., 2015). Rosenberg, em 1989, foi o
pioneiro a utilizar o termo sarcopenia para descrever a perda involuntaria de massa
muscular livre de gordura, associada ao envelhecimento humano fisiologico
(ROSENBERG, 2011).

Kang (2014) evidencia que ambos fatores intrinsecos e extrinsecos contribuem
para o desenvolvimento da sarcopenia. Os fatores intrinsecos incluem: a reducdo da
capacidade de sintese proteica, diminuicdo dos niveis de estrogénio, testosterona,
horménio do crescimento (GH) e o IGF-1 (Insulin-like growth factor 1), aumento da
protedlise e da autofagia devido ao aumento do estresse oxidativo e das citocinas
inflamatdrias, um declinio do controle motor neural, na jun¢do neuromuscular e um
aumento da apoptose com reducdo da atividade das células satélites quiescentes. Os
fatores extrinsecos incluem: reducdo da atividade fisica, alteracdo da nutricdo devido a
mudancas nos habitos alimentares, doencas que afetam o metabolismo muscular, como
cancer, diabetes e doencas cardiovasculares e, medicamentos, tabagismo e drogas que
alteram a homeostase das proteinas musculares.

A fisiopatologia da sarcopenia inclui um desequilibrio entre sintese e catabolismo
das proteinas musculares, com reducdo da sintese e aumento do catabolismo (FIELDING
et al., 2011). Na pds-menopausa hd uma diminui¢do do tamanho e do namero das fibras
musculares, com alteracdo da razao entre fibras tipo | e 11, com uma perda preferencial
das fibras tipo Il, quando comparadas a mulheres jovens (KUBO et al., 2003). Porém,
este processo de atrofia e desnervacao das fibras tipo 11 ndo esta exclusivamente associado

a reducdo do estrogénio, e sim, ao processo fisioldgico do envelhecimento.
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Concomitante a reducdo da massa muscular, a capacidade de produzir forca
muscular também esta reduzida na menopausa. Autores sugerem um declinio
significativo na forca muscular a partir da quinta e sexta década de vida da mulher, com
uma diminuicdo de 21% da forca entre os 25 e 55 anos (MALTAIS et al., 2009; SILVA
et al., 2012). A dimiuicdo desta capacidade causa impacto negativo nas atividades
funcionais como sentar e levantar, caminhar com velocidade, subir e descer degraus e
manter o equilibrio.

A auséncia do estrogénio também se relaciona a reducdo da forca muscular
durante a menopausa, pois este também apresenta caracteristicas anabolicas e estimula os
receptores IGF-1, fator de recrutmento insulinico importante na sintese do
musculoesquelético. H& evidéncias da presenca de receptores de estrogénio (ER) no
musculoesquelético, na forma de ERa (ntcleo da fibra muscular) e ERB (nos capilares) e
0 estudo de Wiik et al., (2009) mostra que ha maior quantidade de ER em homens,
mulheres e criancas, quando comparado a mulheres na menopausa.

Em decorréncia a sarcopenia hd um declinio de mais de 15% no metabolismo
basal, que acontece devido a reducdo da massa muscular, principalmente de células
musculares metabolicamente ativas. A mitocondria € uma organela complexa envolvida
nos processos de sintese de ATP, na regulagdo osmotica das células, na modulacdo do
estado redox, na homeostasia do calcio e nos processos de morte celular, por meio da via
intrinseca da apoptose (SEO et al., 2010).

A disfuncdo mitocondrial parece ser a chave para explicar esse declinio na
qualidade muscular (PETERSON et al., 2012). Em contra partida, entender e identificar
os fatores que estimulam a biogénese mitocondrial pode amenizar este quadro de queda

na qualidade muscular e consequente reducéo da capacidade funcional.

2.2 Biogénese Mitocondrial

O equilibrio energético entre o meio ambiente e 0 metabolismo celular € realizado
por meio de vias nervosas e hormonais. Os estimulos externos chegam as células pela
ativacdo de cadeias de sinalizacdo intracelular, transmitindo mensagens a fatores
relacionados a transcricdo de genes que codificam enzimas. Entre as proteinas que fazem
parte dessas cadeias de sinalizacéo esta 0 PGC-1a (“Peroxisome Proliferator — Activated
Receptor — Co-activator 1 alfha”). A Fosforilagdo Oxidativa (OXPHOS) e a Beta



15

Oxidagdo sdo mecanismos importantes regulados pelo PGC-1a (PUIGSERVER et al.,
2003).

A figura 2 representa a via da biogénese mitocondrial atraves da expressdo do
gene PGC-1a. Receptores de citocinas e B-adrenérgicos na superficie celular, por meio
do AMP ciclico (cCAMP) disparam a sinalizacdo em cascata, envolvendo as vias PKA e
p38 MAPK. A via PKA fosforila o fator de transcricio CREB, o qual esta envolvido no
aumento da expressdao do gene PGC-la. A estimulacdo da via p38 MAPK fosforila
diretamente a proteina PGC-1a, resultando em sua ativagao e estabilizagdo. PGC-1a ativa
a expressdo das subunidades da cadeia respiratdria e do fator de transcricdo mitocondrial
(mtTFA) por meio da inducdo da expressdo dos fatores respiratorios (NRF1 e 2). A
ativacdo do mtTFA transloca para fora do nucleo e aumenta diretamente a transcrigdo e
replicacdo do DNA mitocondrial (mtDNA) (PUIGSERVER et al., 2003; FINK et al.,
2006).

ENVIRONMENTAL STIMULI STRESS

(Cold, Diet. otc)) (Cachexia, Chronic Infection, otc.)
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Figura 2. Biogénese mitocondrial e expressdo génica com ativacéo da via PGC-1a (adaptado de Puigserver
& Spiegelman, 2003).

Alguns autores citam um possivel envolvimento da via PGC-1a no controle dos
tipos de fibras musculares, evidenciado pela expressdo de diferentes concentragfes de
PGC-1a de acordo com o tipo de fibra muscular (LIN et al., 2002; MORTENSEN et al.,
2007). As fibras tipo | e I1A possuem maior capacidade oxidativa e maior contedo

mitocondrial. A expressdo das isoformas PGC-1a no masculo esquelético é predominante
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nas fibras oxidativas (tipo | e 11A). John Holloszy (1967) publicou o primeiro estudo
mostrando que o treinamento fisico promove biogénese mitocondrial no musculo
esquelético, por meio de andlises da atividade enzimatica mitocondrial e marcadores de
proteinas relacionadas aos muasculos recrutados. Avangos em pesquisas com biologia
molecular tem demonstrado que a biogénese mitocondrial induzida pelo treinamento é
um processo que envolve a coordenagdo entre 0s genomas nucleares e mitocondriais
(DRAKE et al., 2015).

O exercicio induz adapta¢des mitocondriais no musculo esquelético, estimulando
a atividade e expressdo da via PGC-1a, a qual promove a biogénese mitocondrial,
coordenando a transcricdo do genoma nuclear e mitocondrial. Uma nova mitocéndria é
formada e regulada por meio da dindmica mitocondrial (fuséo e fissdo), a fim de garantir
o fornecimento de energia e o equilibrio do potencial de membrana (DRAKE et al., 2015).

O PGC-1a tem profunda influéncia na biogénese mitocondrial, porém, uma vez
ativado em reposta ao exercicio, ele recebe a cooperacdo do receptor de estrogénio (ER-
a) e do fator respiratOrio nuclear (NRF-1), para aumentar a transcricdo da maioria dos
genes mitocondriais no musculo esquelético. Portanto, a interacdo funcional entre PGC-
la, ER-o ¢ NRF-1 permitem a regulacdo coordenada da transcricdo dos genomas
necessarios para a biogénese mitocondrial induzida pelo exercicio (SAFDAR et al.,
2011).

Desta forma, o PGC-la tem sido implicado na regulacdo da biogénese
mitocondrial do musculo esquelético em resultado do treinamento fisico e, portanto, um
marcador comumente utilizado na adaptacdo muscular ao treinamento (PILEGAARD et
al., 2003).

2.3 Dinamica Mitocondrial

A mitocéndria € uma organela extremamente complexa e dindmica, podendo
alterar sua organizacdo, tamanho e forma, dependendo da sinalizacdo intra e extracelular
(RUBE & VAN DER BLICK, 2004). O musculo esquelético possui dois tipos distintos
de subpopulacdes de mitocéndrias, sendo que um grupo esta localizado logo abaixo do
sarcolema e é denominado mitocondrias subsarcolemais (SS) e o outro grupo esta
posicionado entre as miofibrilas, denominado mitocdndrias intermiofibrilares (IMF).
Cada subpopulagdo mitocondrial possui diferentes componentes e fungbes que

respondem especificamente & duragdo e intensidade da contracdo muscular. As
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mitocdndrias intermiofibrilares (IMF) sdo altamente especializadas na producdo de
energia para a contracdo muscular e as subsarcolemais responsaveis por mediar 0s
processos transmembranas (HOOD, 2001; FERREIRA et al.,, 2010; LUNDBY &
JACOBS, 2016).

A dindmica mitocondrial é composta por um ciclo continuo de fisséo e fusdo e, o
equilibrio entre esses eventos, ira determinar a morfologia e funcdo desta organela
(CHEN & CHAN, 2004). A diminuicdo da fusdo pode resultar em uma fragmentacao
mitocondrial, pelo excesso de fissdo, porém, a fissdo diminuida pode gerar mitocondrias
longas e interconectadas (SEO et al., 2010).

Portanto, o desequilibrio entre fusdo e fissdo mitocondrial pode causar uma
reducédo da atividade da cadeia respiratoria e da producdo de ATP, quebra da homeostase
do calcio, aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e inicio da
sinalizagdo da apoptose e morte celular (SEO et al., 2010). Os mecanismos de fissao e
fusdo sdo mediados por diversos componentes proteicos que foram identificados em
levedura e se repetem em mamiferos (OKAMOTO et al., 2005).
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Figura 3. Esquema ilustrando as proteinas responsaveis pela fusdo e fissdo mitocondrial (adaptado de SEO
et al., 2010).

A figura 3 apresenta as proteinas envolvidas no processo de fusdo e fissdo
mitocondrial. As proteinas da fusdo mitocondrial sdo relacionadas a guanosina fosfatases
(GTPases) e denominadas mitofusina 1 (MFN-1) e mitofusina 2 (MFN-2). Ambas as

proteinas MFN-1 e 2 vdo mediar a fusdo por ativar os dominios da GTPases ha membrana
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mitocondrial externa. A fissdo mitocondrial é controlada por proteinas dinamicas
relacionas (DRP-1) e a proteina de fissdo (FIS-1) também da familia das GTPases e
localizadas também na membrana externa (SEO et al., 2010; WESTERMANN, 2010).
O constante ciclo de renovacdo mitocondrial é imprescindivel para que haja a
manutencdo das suas func¢des durante o processo da vida celular. O turnover mitocondrial
requer a coordenacdo entre 0s processos de biogénese mitocondrial e degradacao seletiva
(autofagia) (SEO et al., 2010). A figura 4 apresenta as alteragdes morfol6gicas da

mitocondrial em funcéo da dinamica.
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Figura 4. Exemplo da adaptagdo da morfologia mitocondrial e sua atividade respiratéria (adaptado de
Westermann, 2012).

2.3.1 Papel Bioenergético da Fusdo Mitocondrial.

A fusdo mitocondrial permite uma interconexao dos conteudos mitocondriais, e a
geracdo de extensas redes de novas mitocondrias, sendo vantajoso para a célula sob
condicdo de alta demanda energética. O rompimento da fusdo desta rede mitocondrial
resulta em disfuncéo e perda da capacidade respiratoria (CHEN & CHAN, 2004).

Além da manutencdo desta capacidade respiratdria, a fusdo mitocondrial é crucial
para manter suas funcdes durante a formacéo dos subprodutos da respiracédo celular, as

espécies reativas de oxigénio (EROS). Durante o processo de envelhecimento celular, o
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acumulo de ROS compromete a funcdo mitocondrial, com perda da capacidade
bioenergética e eventuais patologias, até a morte celular (BALABAN et al., 2005).

Tondera et al. (2009) relatam a importancia da fusdo mitocondrial em condic6es
de alta demanda energética em mamiferos, em situacfes de estresse como inibi¢do da
funcéo celular por medicamentos e drogas e, sob restricdo calorica. O estresse induz a
hiperfusdo mitocondrial, que € acompanhada pelo aumento da producdo de ATP. O estado
bioenergético da célula torna-se critico durante a restricdo calorica. A autofagia, um
processo de autodegradacéo, ocorre por meio da fagocitose de componentes celulares em
resposta a restricdo de nutrientes (CHEN et al.,2010).

2.3.2 Papel Bioenergético da Fissdo Mitocondrial

A fissdo mitocondrial possui uma variedade de diferentes fungbes como a
distribuicdo da heranca durante a divisdo celular, o lancamento para 0 espaco
intermembranoso de proteinas durante a apoptose e a geragdo de unidades mitocondriais
transportaveis durante o0 movimento de alongamento do citoesqueleto (DETMER et al.,
2007). Estas fungdes ndo estdo diretamente relacionadas a bioenergética, e sim a
eliminacdo de organelas danificadas pela fusdo mitocondrial, durante a formacdo de
novas redes, a fim de permitir a autofagia. Portanto a fissao mitocondrial € um mecanismo
de controle de qualidade que contribui para a manutencdo da capacidade bioenergética
celular ( WESTERMANN, 2012).

Fusdo e fissdo sdo processos antagonistas que predominam em diferentes
condicGes para adaptar a morfologia e a dindmica mitocondrial de acordo com as
necessidades bioenergéticas das células. A interacdo da dinamica mitocondrial em ratas
ovariectomizadas ainda permanece desconhecida, nos levando a investigar suas relacées

e efeitos no metabolismo muscular.

2.4 Restricdo Caldrica e Sirtuinas

Nisoli et al. (2005), descreve que a restricdo caldrica (RC) prolonga a vida de
inimeros organismos, desde leveduras e roedores, até possiveis primatas. Um dos
mecanismos estudados para justificar os efeitos da restricdo calorica na longevidade é a
reducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio. A restricdo calorica diminui a

expressdo de genes associados ao envelhecimento e promove a biogénese mitocondrial
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muscular, aumentando a disponibilidade energética celular (CIVITARESE et al., 2007).
Entretanto, algumas evidéncias sugerem que a chave para o entendimento da longevidade
celular promovida pela RC, esta na familia das sirtuinas.

As sirtuinas foram isoladas e caracterizadas por Sinclair & Guarente (1997) e
compreendem proteinas deacetiladoras dependentes da coenzima NAD, envolvidas no
controle do metabolismo energético e associadas a longevidade. Sdo proteinas
reguladoras da defesa e sobrevivéncia celular em resposta ao estresse (NISOLI et al.,
2005). Encontram-se no organismo dos mamiferos, sete tipos de sirtuinas (SIRT 1-7).
SIRT1, SIRT6 e SIRT7 s&o nucleares; SIRT3, SIRT4 e SIRT5 s&o mitocondriais; e
SIRT2 é citoplasmatica (GUARENTE, 2015).

A SIRT3 é a principal proteina deacetiladora mitocondrial, sua expressdo é
aumentada em resposta a RC e participa do processo de regulacdo da producdo de ATP e
da sinalizacdo da apoptose celular (VERDIN et al., 2010). E responsavel pela
deacetilagdo de vérias enzimas da maquinaria mitocondrial, como a regulagéo da cadeia
transportadora de elétrons, na subunidade NDUFA9 do complexo I, succinato
desidrogenase no complexo Il e ATP5A do complexo ATP sintase. Também atua
aumentando as acGes antioxidantes, deacetilando MnSOD e isocitrato desidrogenase 2
(LIN, 2014).

No musculo esquelético, a RC aumenta a sensibilidade a insulina, modula o
turnover proteico e protege contra o declinio da atividade mitocondrial e funcdo muscular
(LIN, 2014). A funcéo da SIRT3 no musculo esquelético ndo esta totalmente esclarecida.
Muitos estudos sugerem que a RC e 0 exercicio induzem a biogénese mitocondrial e a
tolerancia ao estresse oxidativo no musculo esquelético de camundongos e humanos
(BAUR et al. 2006; LAGOUGE et al. 2006; FEIGE et al. 2008; KOLTAI et al. 2010).

Trés vias metabolicas tém sido utilizadas para explicar esses efeitos: a via da
sintese de 6xido nitrico (eNOS) induzida pela RC; a deacetilacdo de PGC-1la que se
encontra aumentada na condicdo de RC; e a ligacdo da adiponectina a receptores
musculares que ativam o eixo SIRT3/AMPK, sendo que esta via também pode ser
desencadeada pelo exercicio (GUARENTE, 2015).

A RC também altera a dinamica mitocondrial promovendo o aumento da fusao
gerando mitocondrias alongadas em diversos tipos de células. Este aumento da fusdo em
decorréncia da RC torna-se um efeito protetor na manutencéo das células, promovendo a

capacidade de produzir ATP e reduzindo a apoptose (PUTTI et al., 2015).
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A diminuicdo da expressdo de SIRT3 leva a redugdo da capacidade oxidativa
muscular e aumento do estresse oxidativo, resultando em defeitos na sinalizagdo da via
muscular da insulina (LIN, 2014). Entretanto, sdo escassos os estudos correlacionando a

expressdo da SIRT3 e a auséncia de estrogénio.

2.5 Treinamento Resistido

Como relatado anteriormente neste trabalho, ap6s a menopausa ocorre um grande
declinio na quantidade de massa muscular e forca, gerando uma possivel reducdo do gasto
energético e alteracGes metabdlicas. O exercicio fisico tem sido utilizado como uma
intervencdo ndo farmacoldgica capaz de prevenir e reverter as alteragcdes promovidas pela
menopausa nos sistemas musculoesquelético e 6sseo, no perfil lipidico e na capacidade
cardiorrespiratoria (LEITE et al., 2010; PRESTES et al, 2011; SHIGUEMOTO et al.,
2012).

O Treinamento Resistido (TR) tem sido associado ao aumento da forca e massa
muscular, além da massa 0ssea. Estudos anteriores, conduzidos por nosso grupo de
pesquisadores, utilizaram ratas ovariectomizadas submetidas ao TR e concluiram que o
TR foi capaz de aumentar a area do musculo soleo (PRESTES et al., 2011), reduzir o
conteddo de lipidios no figado, musculos e depositos de gordura visceral (LEITE et al.,
2009), reestabelecer a atividade de MMP-2 nos musculos das patas inferiores e no tenddo
do calcaneo (PRESTES et al., 2009; PEREIRA et al., 2010).

Nota-se que a pratica de TR, assim como a RC, pode ser estratégias para a melhora
da resposta fisiologica em funcdo dos efeitos deletérios instalados pela auséncia de
estrogénio durante a menopausa. No entanto, existem poucas evidéncias da associacao
entre 0 TR e a RC neste periodo metabdlico, sobre as alteracdes bioenergéticas do
musculo esquelético.

Estas reflexfes apontam para a importancia de estudar os efeitos do TR associado
a RC sobre a biogénese e dindmica mitocondrial de ratas ovariectomizadas. Nossa
hipdtese foi que a ovariectomia promovesse alteracfes na expressdo dos marcadores de
biogénese e dindmica mitocondrial e que as intervencdes (TR e RC) associadas ou ndo,

fossem capazes de reverter estas alteracdes.
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3. OBJETIVO

3.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da ovariectomia sobre a biogénese

e dindmica mitocondrial do musculo quadriceps de ratas.

3.2 Especificos
Avaliar os efeitos do treinamento resistido e da restricdo caldrica em ratas
ovariectomizadas e intactas sobre:
e Expressdo Génica do marcador da Biogénese Mitocondrial (PGC-
la);
e Expressdo Génica dos marcadores da Dindmica Mitocondrial
(MFN-1 e FIS-1);
e Expresséo Proteica da Sirtuina Mitocondrial (SIRT3);

e Massa Corporal.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizadas 80 ratas (Rattus norvergicus) da
linhagem Holtzman, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (UNESP-Araraquara/SP), com massa corporal inicial 165+5g.
Durante o periodo de adaptacdo, os animais foram agrupados em gaiolas coletivas
contendo cinco ratas cada e foram mantidos no Biotério do Laboratério de Fisiologia do
Exercicio, no Departamento de Ciéncias Fisiolégicas (UFSCar), em temperatura
ambiente de 22+2°C. A iluminacdo do Biotério foi adequada para manter o ciclo invertido
claro/escuro de 12h, com as luzes acesas das 19h as 7h. Durante este periodo de
adaptacdo, agua e racdo foram ofertadas ad libitum. Todos os cuidados e procedimentos
realizados seguiram as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal e, foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar), de acordo com o protocolo 004/13.

4.2 Grupos Experimentais

A ratas chegaram ao Biotério com seis semanas de vida e completaram a fase de
adaptacdo na décima segunda semana de vida, quando alcancaram aproximadamente
2509 de massa corporal, sendo consideradas ratas jovens adultas (SOUZA et al., 2007,
HORCAJADA et al.,, 2008). Neste momento foi realizado o procedimento de
Ovariectomia (OVX) e Pseudo Ovariectomia (SHAM). Apos as cirurgias, as ratas foram
mantidas em gaiolas individuais até o término do experimento.

Dois dias ap0s as cirurgias, iniciou-se a avaliacdo do consumo alimentar das ratas,
individualmente, a fim de estipular a média de consumo por animal. Esta avaliacdo
ocorreu uma semana antes do inicio da restricdo alimentar e, para o calculo do consumo,
utilizou-se a diferenca entre a quantidade de racdo ofertada e a sobra diaria na gaiola.

A partir deste momento, foi realizada a distribuicdo aleatéria das ratas em oito
grupos experimentais:

1) Sham Intacto Sedentario (SHAM SED);

2) Ovariectomia Sedentario (OVX SED);

3) Sham Intacto Treinado (SHAM TR);

4) Sham Intacto Restricdo Calorica (SHAM RC);

5) Sham Intacto Treinado com Restri¢do Calérica (SHAM TR-RC);
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6) Ovariectomia Treinado (OVX TR);
7) Ovariectomia Restricdo Caldrica (OVX RC);
8) Ovariectomia Treinado com Restri¢cdo Calorica (OVX TR-RC).

GRUPOS
EXPERIMENTAIS

(n=10 por grupo)

SHAM OovVX

1 I T T 1
SHAM SHAM SHAM SHAM OVX ovx TR Il ovx Rc OvX
SED TR RC TR-RC UARS

Figura 5. Organograma dos grupos experimentais.

Animais Sedentarios
O grupo de animais denominado Sedentarios (SHAM SED e OV X SED) foi assim
denominado por ndo realizarem qualquer tipo de treinamento e receberem racdo ad

libitum, permanecendo em suas gaiolas individuais por todo o periodo do experimento.

Animais Treinados
O grupo de animais denominado Treinados (SHAM TR e OVX TR) realizou uma
sessdo de treinamento resistido de escalada com 72h de intervalo entre cada sessao,

durante 13 semanas e, recebeu racao ad libitum.

Animais Restricdo Calorica

O grupo de animais denominado Restricdo Caldrica (SHAM RC e OVX RC),
recebeu a ragdo restrita em 30% de acordo com o consumo calculado no periodo de
adaptacdo e ndo realizou qualquer tipo de treinamento, permanecendo em suas gaiolas

individuais por todo o periodo do experimento.

Animais Treinados Restricdo Calorica
O grupo de animais denominado Treinados Restri¢do Calérica (SHAM TR-RC e

OVX TR-RC) realizou uma sesséo de treinamento resistido de escalada com 72h de
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intervalo entre cada sessdo, durante 13 semanas e recebeu a racdo restrita em 30% de

acordo com o consumo calculado no periodo de adaptagéo.

4.3 Procedimentos Cirurgicos
Os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico descrito abaixo e, apos
este procedimento, todos os animais permaneceram em recuperagédo durante 10 dias, antes

do inicio do Treinamento Resistido e da Restri¢do Calorica.

Ovariectomia (Ovx)

Apds os animais alcancarem doze semanas de vida e no minimo 250g de massa
corporal, foi realizada a retirada bilateral dos ovarios das ratas dos grupos OVX. Esta
técnica de ovariectomia foi proposta por Kalu (1991) e recomendada pela FDA (USA
Food and Drug Administration) para os trabalhos pré-clinicos na menopausa
(THOMPSON et al., 1995). As ratas foram anestesiadas utilizando ketamina — xylazina
(61,5-7,6mg/100g). Uma pequena incisdo bilateral (1-1,5cm) foi feita através da pele e
da camada muscular, entre a Ultima costela e a pata traseira. A cavidade peritoneal foi
aberta e apos a identificacdo da fimbria, os ovarios foram removidos. Apds a remocéo, a
camada muscular e a pele foram suturadas. Os animais foram medicados durante trés dias

com antibioticos (Penicilina-Streptomicina, 5mg/kg).

Sham

A cirurgia SHAM foi realizada com os mesmos procedimentos da OV X, exceto
que os ovarios ndo foram retirados, apenas expostos e devolvidos ao local de origem.
Durante a recuperacao anestésica, todos os animais foram observados por cerca de quatro
horas. Os procedimentos cirdrgicos e anestésicos foram acompanhados pelo médico
veterinario Dr. Thiago Francisco de Morais (CRMV-24016/SP).

4.4 Eutanésia dos Animais

A ordem dos animais para a eutanasia foi rotativa em relacdo aos grupos para
minimizar possiveis interferéncias do tempo de jejum e horario da eutanasia, ou seja, um
animal de cada grupo foi eutanasiado até que se repetiu 0 mesmo grupo. Com isso, 0S
grupos apresentaram a mesma média de jejum de quatro horas apds a remogao da racéo

e 48h apds a Ultima sessdo de treinamento resistido.
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A eutanasia foi realizada por meio de decapitacdo apds a Ultima sessdo de
treinamento resistido, caracterizando o efeito crénico e agudo do exercicio. Em seguida,
foi dissecado e removido o masculo quadriceps (vasto lateral) de ambas as patas, pesados,
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C.

4.5 Protocolo de Treinamento Resistido

Para a intervencdo do Treinamento Resistido foi utilizado o protocolo de
Hornberger & Farrar (2004), adaptado por Prestes et al. (2009). O treinamento consiste
em séries de escaladas, com incremento de carga, a cada 72h do final de cada sesséo,

durante 13 semanas.

4.5.1 Escada Vertical e Aparato de Carga

Para a realizacdo do protocolo de treinamento, foi utilizada uma escada vertical
(110cm x 18cm, degrau de 2cm e 80° de inclinacdo) que possui uma gaiola (20 x 20 x
20cm) em sua altura final, na qual as ratas repousaram (dois minutos) apos a escalada
completa. A dimenséo da escada fez com que as ratas realizassem de 8 a 12 movimentos
por escalada.

O aparato utilizado para o incremento de carga € constituido por tubos falcon
unidos por barbante e acoplados na por¢do proximal da cauda do animal com a utilizacéo
de uma fita adesiva. O incremento da carga é colocado dentro dos tubos falcon,

descontando o peso do aparato.

4.5.2 Protocolo de Familiarizacao

As ratas iniciaram a familiarizacdo ao treinamento com escaladas parciais (de
pontos mais proximos a gaiola) até conseguirem realizar trés escaladas completas
consecutivas, sem a utilizacdo do aparato na cauda e com dois minutos de descanso dentro
da gaiola. Na sessdo seguinte, repetiu-se o protocolo, porém com a utilizacdo do aparato
sem carga adicional. A familiarizacdo foi realizada para todos os grupos treinados,

durante uma semana (trés sessdes).

4.5.3 Determinacdo da Carga Maxima de Carregamento
Apos a familiarizacdo, foi realizada a primeira determinagdo da carga maxima de
carregamento. Para isto, utilizou-se a massa corporal de cada animal e calculou-se 75%

desta massa. Portanto, a primeira escalada foi realizada com a sobrecarga de 75% da
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massa corporal. Apos dois minutos de descanso na gaiola, acrescentou-se 30g para a
segunda escalada. Este procedimento foi repetido até a falha, quando o animal ndo
realizou a escalada completa. A Ultima carga na qual o animal conseguiu realizar a
escalada completa foi determinada como a Carga Maxima de Carregamento da sessao de

treinamento.

4.5.4 Sesséo de Treinamento Resistido

Todas as sessOes de treinamento foram realizadas no Biotério do Laboratorio de
Fisiologia do Exercicio da UFSCar, com duragdo aproximadamente de duas horas (das
12h as 14h) em ambiente escuro, pois de acordo com Richter (1978), a rata € ativa em
periodos de escuriddo e inativa em periodos com a luz acesa. Para a melhor visualizacao
do pesquisador, foi utilizada uma lampada vermelha de 150W.

As sessOes do treinamento resistido foram realizadas com 72h de intervalo,
durante 13 semanas. Consistiu em quatro escaladas com 65, 85, 95 e 100% da carga
méxima de carregamento previamente determinada para cada rata. Apds a quarta
escalada, acrescentou-se 30g para determinar a nova carga maxima de carregamento. Os
acréscimos de 30g foram realizados por no maximo cinco escaladas extras
(HORNBERGER & FARRAR, 2004; SHIGUEMOTO et al., 2012), contabilizando a

nova Carga Maxima de Carregamento em cada sesséo de treino.

4.6 Racdo e Restricdo Calorica

A racdo utilizada no presente estudo foi preparada no Instituto de Quimica e de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (IQ/FCF-USP) e seguiu as
recomendacdes do Instituto Americano de Nutricdo para roedores adultos (AIN-93M)
(REEVES et al., 1993).

Os grupos Restricdo Caldrica (SHAM RC, SHAM TR-RC, OVX RC e OVX TR-
RC) receberam uma restricdo de 30% na quantidade ofertada, de acordo com o célculo
do consumo. Porém, os micronutrientes da racao dos grupos RC foram ajustados para que
ndo houvesse deficiéncia nutricional, aumentando sua quantidade em relacdo a proporcéo
da restricdo alimentar (PUGH et al., 1999; PEDROSO et al., 2014). A oferta da racédo

para os grupos RC foi realizada duas por¢des durante o dia, as 10h e apds o TR (14h).
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Tabela 1. ComposicOes das ragdes utilizadas no experimento (AIN-93M controle e a
modificada) (REEVES et al., 1993).

Racao Racao Racao

Racao Restricao controle restricao

Ingredientes AIN-93M Calorica calorica
g'Kg g'Kg 100g T0g

Amido 620,692 501.14 62.07 35,08

Sacarose 100,000 100.000 10.00 7.00

Celulose 50,000 71.430 5.00 5,00

Caseina 140,000 200,000 14.00 14,00

L-cistina 1.800 2,430 0.18 0.17

Oleo de soja 40,000 57.140 4.00 4,00

Mistura de minerais 35.000 50.000 3.5 3.5

Mistura de vitaminas 10,000 14,290 1.00 1.00

Bitartarato de colina 2,500 3.570 0.25 0.25

Tetrabutil-hidroquinona 0.008 0.008 0.008 0.008

Total 1000g 1000g 100¢g T0g

Tabela 2. Distribui¢do do valor calérico dos macronutrientes.

Distribuicao dos Racao controle Racao restricao calorica
macronutrientes Kcal/100g Kcal/70g
Carboidratos 288.2706 168.3
Proteinas 56,7 56,7
Lipideos 36 36
Total 381 261

4.7 Converséo e Obtencédo do cDNA dos Genes PGC-/a, Mitofusina 1 (MFN-1) e FIS-1
A quantificacdo da expressdo génica das proteinas de biogénese e dindmica
mitocondrial (PGC-1a, MFN-1 e FIS-1) foi realizada pela conversdo do seu RNA

mensageiro pela técnica PCR-RT.
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4.7.1 Extracéao do RNA total

Para a extracdo, foi utilizado 100mg de tecido do musculo quadriceps da pata
traseira direita, previamente armazenado a -80°C, homogeneizado (FastPrep® 24 — MP
Biomedicals) em 1ml de TRIzol® (Invitrogen Corporation, Calshad, California). O RNA
foi extraido de acordo com as instrucGes do fabricante, quantificado por leitura a 260nm
e verificado o grau de pureza (260nm/280nm e 260/230) por espectrofotometria. A
integridade do RNA foi confirmada pela visualizacdo, em luz ultravioleta, do padrdo de
eletroforese as bandas 28S e 18S do RNA ribissomal, em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio.

4.7.2 Tratamento com DNAse e Transcri¢cdo Reversa

Para remover possiveis contaminagdes com DNA genémico, 2uug de RNA de cada
amostra foram tratados com DNAas I, Amplification Grade (Invitrogen Corporation,
Califdérnia, USA), seguindo as especificagdes do fabricante. O RNA total tratado foi
reversamente transcrito em cDNA usando Oligo(dT) e M-MLV Reverse Transcriptase

(Promega, Madison, WI) também de acordo com o manual do fabricante.

4.7.3 PCR em tempo real

A quantificacdo do RNAm das amostras dos grupos experimentais foi realizada
em duplicata no sistema de deteccdo PCR em tempo real CFX 96 (Bio-Rad, San
Francisco, USA) a partir de aproximadamente 20ng de cDNA, 0,4uL de cada iniciador e
10pL de SsoFastTM Eva Green® (Bio-Rad, San Francisco, USA) e 4gua suficiente para
completar o volume total de reacdo de 20pL.

O programa de ciclos térmicos consistiu de 10 minutos a 95°C, seguidos de 40
ciclos de amplificacdo a 95°C por 15 segundos, 54 a 62°C durante 30 segundos
(temperatura dos primers), e 72°C durante 30 segundos. Os primers utilizados e suas

sequencias foram os seguintes:
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Tabela 3. Sequéncia de primers utilizados.

Gene Sequéncia Primers

PGC-1a Sense AGGTATGACAGCTATGAAGC
Antisense GTGTCAGGTCTGATTTTACC

MFN-1 Sense GAGAAGAGGGTTTATTCAATGG
Antisense TCATCAACCAAAACAGACAG

FIS-1 Sense GGCTCAAGGAATATGAAAAGG
Antisense CAGTCCATCTTTCTTCATGG

GAPDH Sense GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG
Antisense GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA

PGC-1a = Proliferador de Peroxisoma 1a; MFN-1 = Proteina de fusdo mitocondrial (Mitofusina 1); FIS-1
= Proteina de fissdo mitocondrial (FIS-1); GAPDH = Gene constitutivo (Gliceraldeido 3 Fosfato
Desidrogenase).

As temperaturas de anelamento (Tm) dos primers foram previamente
padronizadas e determinadas pelos picos das curvas de MELT.
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Figura 6. Curva de Melt obtida para a determinacdo da temperatura de anelamento do gene GAPDH
(62°C).

O nivel de expressdo comparativa de cada condicdo do experimento foi realizado
pelo método AACt. Depois de calculada a média dos Ct (ACt) de cada gene (PGC-1a,
MFN1, FIS1 e GAPDH) foi realizada subtragdo do Ct (gene alvo) pelo Ct (gene
constitutivo). Posteriormente, ¢ calculado o AACt, que ¢ a subtragdo do ACt pela média
do ACt (grupo controle — Sham SED). O negativo deste resultado (-AACt) ¢é entao elevado
a poténcia de 2 (224 (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001) e assim, os dados ficaram

preparados para o tratamento estatistico convencional.

4.8 Expressdo Proteica — Western Blotting
A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método BCA (Acido
Bicinconinico) (SMITH et al., 1985) e a quantificacdo proteica pela técnica Western

Blotting.

4.8.1 Extracgéo de Proteinas
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Apo6s a dissecacdo do tecido, 400mg das amostras do musculo quadriceps da pata
traseira direita, foram mantidas em microtubos e armazenadas a -80°C até a extragdo.

As amostras foram entdo homogeneizadas em tampé&o para lise e extragdo das proteinas
contendo 20mM Tris HCL (pH 7,4), 150mM NacCl, 2% Nonidet P-40, 1ImM EDTA (pH 8,0),
10% glicerol, 20mM fluoreto de sddio, 30mM pirofosfato de sodio, 0,2% SDS, 0,5%
deoxicolato de sédio e &gua ultrapura. O tampéo foi mantido no gelo e, no momento do uso,
acrescentou-se inibidores de proteases (aprotinina, 0,01mg/mL; PMSF, 2mM) e inibidores de
fosfatase (ortovanadato de sédio, 100mM; pirofosfato de s6dio, 10mM; Fluoreto de sodio,
10mM), todos adquiridos da Sigma-Aldrich.

Para a homogeinizacdo, utilizou-se homogeneizador elétrico Polytron (lka T10 basic),
com velocidade méaxima e, trés bursts de 30 segundos. Entre a homogeneizacao das diferentes
amostras, 0 homgeneizador foi lavado com alcool 70% e agua ultrapura. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 14.000 rpm e temperatura de -4°C. Apos a
centrifugacdo, a camada intermediaria (proteinas extraidas) foi coletada e transferida para um
microtubo (1,5ml). Aliquotas de 50uL foram armazenadas a -80°C.

Para maior adstringéncia dos resultados, foi realizada uma curva de proteinas para a
escolha da diluicdo ideal (diluicdo sequenciada — 2x, 4x, 8%, 16x, 32X, 64x, 128x). Para isto, foi
utilizado amostras de cada grupo controle (SHAM SED e OVX SED). A diluicéo escolhida foi
de 4x e apds a corrida em gel de eletroforese, escolheu-se o volume de 40uL/pg de proteina por

amostra.

- .

T . &

- T

40

Figura 7. Gel poliacrilamida corrido em eletroforese para escolha do volume/concentracdo proteica da amostra
(Grupo Controle Sham Sed).

4.8.2 SDS-PAGE Eletroforese

Os géis foram preparados em bicamadas, sendo a camada superior (gel de
empilhamento) constituido de 5% Tris (pH 6,8), 0,1% SDS, 0,1% persulfato de amonia e 0,1%
TEMED. Os géis inferiores (resolutivos) foram preparados com poliacrilamida nas
concentragdes de 7,5 e 10%, 380mM Tris (pH 8,8), 0,1% persulfato de aménia e 0,77%
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TEMED. As aliquotas foram ressuspendidas em tampédo de amostra Laemmli (1:4). Para a
desnaturacdo das proteinas, foi utilizado banho seco a 100°C, durante cinco minutos. Apos a
desnaturagdo, as amostras foram pipetas em SDS-PAGE e mergulhadas em tampédo de
eletroforese (250mM Tris, 1,92M Glicina, 1% SDS - 1:10) a 100V de poténcia.

4.8.3 Transferéncia de Proteinas do Gel para a Membrana (Nitrocelulose)

Foi preparado um “sanduiche” contendo esponja, duas folhas de papel filtro de 3mm,
gel, membrana, duas folhas de papel filtro novamente e esponja. A transferéncia das proteinas
para o gel foi realizada em cuba de eletroforese com tampéao (3mM glicina, 48mM Tris base,
0,037% SDS e 20% metanol) por 90 minutos a 150V. A eficacia da transferéncia foi verificada
corando-se a membrana por cinco minutos com Ponceau-S, seguida de lavagem com TBS-T
(8% NacCl, 0,2% KCI, 0,2% KH2(PO)4, 1,15% Na2H(PO)4 e 0,5% Tween).

Figura 8. Transferéncia imida do gel para a membrana de nitrocelulose, corada com Ponceau-S.

4.8.4 Imunodeteccao das Proteinas com Anticorpos

Para o bloqueio dos sitios sem proteinas, foi utilizado 30ml de leite 9% durante trés
horas. Apos o bloqueio, foi realizada uma lavagem de cinco minutos com TBS-T e aplicado o
anticorpo primario (SIRT3 - Cell Signaling Technology — 1:1000 — 28KDa) e incubado
overnight, sob agitacdo em geladeira a 4°C. Posteriormente, a membrana foi lavada trés vezes
por cinco minutos com TBS-T e foi aplicado o anticorpo secundario anti-lgG Rabbit (HRP

7074-S - 1:10.000) durante trés horas em agitacdo e temperatura ambiente.

4.8.5 Revelagdo com Quimioluminescéncia

Apos a incubagdo com o anticorpo secundario, a membrana foi novamente lavada trés
vezes por cinco minutos com TBS-T e preparada para a revelacdo. A solucdo de revelagédo foi
constituida pela mistura de volumes iguais (500uL) dos reagentes 1 e 2 do Kit ECL Advance
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(GE Healthcare), composto por luminol, fenol e peréxido de hidrogénio. As membranas
ficaram mergulhadas por cinco minutos na solucdo. Os blots foram visualizados e analisados
pelo sistema ImageLab (Bio-Rad). Apds a revelacdo, a membrana passou pelo processo de
Deblot Stripping Buffer, para ser incubada novamente com o anticorpo da proteina constitutiva
Alfa-Tubulina (Cell Signalling — 1:10.000 - 52KDa) e seu respectivo anticorpo secundario (Cell
Signalling - anti-rabbit HRP 7074-S).

4.9 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e com
as variaveis apresentando distribuicdo normal, foi aplicado o teste de analise de variancia
ANOVA one-way com a andlise de post-hoc (Tukey’s test) para comparacfes multiplas
(p<0,05). O teste t Student (p<0,05) foi utilizado para o pareamento entre as intervengdes
(SHAM TR com OVX TR, SHAM RC com OVX RC e SHAM TR-RC com OVX TR-RC). As
analises estatisticas foram realizadas com o programa Statistica® 7 (StatSoft). Os resultados
foram apresentados pela média £ erro padrdo da média (EPM).
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5 RESULTADOS

5.1 Evolucéo da Massa Corporal, Massa do Utero e Quadriceps.

Os dados iniciais da massa corporal dos grupos experimentais ndo apresentaram
diferencga estatistica (p<0,165), demonstrando a homogeneidade da amostra. Ao final do
experimento, a ovariectomia alterou a massa do grupo ovariectomia sedentéario quando
comparado ao grupo controle intacto SHAM (OVX SED vs SHAM SED, p<0,0001).
Todas as intervengdes no grupo ovariectomia foram capazes de reduzir a massa corporal,
comparadas ao grupo ovariectomia sedentéario (OVX TR vs OVX SED, p<0,04; OVX RC
vs OVX SED, p<0,007; OVX TR-RC vs OVX SED, p<0,001). Entre as interven¢des no
grupo ovariectomia, a associacdo do treinamento com restricao caldrica foi mais eficiente
em reduzir a massa corporal do que o treinamento isolado (OVX TR-RC vs OVX TR,
p<0,02). Ndo houve diferenca estatistica entre 0 grupo associacao do treinamento com
restricdo calorica em relagdo a restricdo caldrica isolada (OVX TR-RC vs OVX RC,
p<0,088).

Em relacdo ao grupo intacto SHAM, as intervencGes restricdo caldrica e a
associagdo do treinamento com restri¢ao calorica, reduziram a massa corporal comparada
ao grupo intacto sedentario (SHAM RC vs SHAM SED, p<0,03; SHAM TR-RC vs
SHAM SED, p<0,01).

A massa do Gtero foi utilizada como controle da eficacia da cirurgia, sendo
esperado sua reducdo em todos os grupos OVX, indicando alteracGes negativas na
producdo dos hormdnios ovarianos. Os resultados mostraram a eficacia da cirurgia, sendo
que, houve uma reducdo estatisticamente significativa da massa do Utero em todos os
grupos ovariectomia comparados ao grupo intacto SHAM (todos os grupos OVX vs
SHAM SED, p<0,0001).

Os valores da massa do quadriceps também apresentaram diferenca estatistica. Os
grupos que realizaram o treinamento resistido apresentaram um aumento na massa do
quadriceps em relagcdo aos grupos sedentarios (OVX TR vs OVX SED, p<0,04; SHAM
TR vs SHAM SED, p<0,008).

Em relacdo ao consumo alimentar, o grupo OV X consumiu em média 18,4g/dia
de racdo e o grupo SHAM consumiu 15,8g/dia. O consumo dos grupos intactos restricao
calorica e associacdo do treinamento com a restricdo caldrica apresentou uma redugédo
significativa quando comparado ao grupo intacto controle SHAM (SHAM RC e SHAM
TR-RC vs SHAM SED, p<0,05). Da mesma forma que o grupo ovariectomia submetido
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a associacdo do treinamento com a restricdo caldrica, apresentou reducdo significativa
quando comparado com o grupo ovariectomia sedentario (OVX TR-RC vs OVX SED,
p<0,02).

Tabela 4. Dados da massa corporal inicial e final, massa do Utero, massa do quadriceps

e consumo alimentar dos grupos experimentais (gramas).

Grupos Massa Massa Massa do Massado  Consumo

experimentais  corporal corporal utero (g) quadriceps  alimentar
inicial (9) final (g) (9) (g/dia)

SHAM SED 27605 372114 0,75+0,01 4,43+0,15 18,64+0,5
OVX SED 27405 4681132 0,13+0,01° 4,66+0,14 20,83+0,9
OVX TR 292104 416+16° 0,21+0,03? 5,46+0,19? 20,4+0,7
OVXRC 293106 404+10° 0,130,018 5,30+0,34 17,82+0,8
OVXTR-RC 283106 358+09> ¢ 0,120,018 4,53+0,23 14,67+0,72°
SHAM TR 28309 35713 0,64+0,08 5,38+0,22° 19,02+0,5
SHAM RC 28508 322+07° 0,55+0,03 4,36x0,14 13,31+0,22
SHAM TR-RC 27908 304+06° 0,31+0,03 4,60+0,16 12,27+0,32

Valores expressos como Média * Erro Padrdo da Média (EPM), n = 10 por grupo. Grupo Ovariectomia:
Ovariectomia Sedentario (OVX SED), Ovariectomia Treinado (OVX TR), Ovariectomia Restri¢do
Caldrica (OVX RC) e Ovariectomia Treinado com Restricdo Caldrica (OVX TR-RC). Grupo Intacto
(Sham): Sham Sedentario (SHAM SED), Sham Treinado (SHAM TR), Sham Restri¢do Caldrica (SHAM
RC) e Sham Treinado com Restricdo Caldrica (SHAM TR-RC). As letras subscritas 2 e ® representam
diferenca estatistica entre grupos pela ANOVA one-way seguida de Post-Hoc Tukey’s test (p<0,05). 2
SHAM SED; " OVX SED; ¢ OVX TR-RC vs SHAM TR-RC Test t Student (p<0,05).

5.2 Carga Maxima de Carregamento

Houve um aumento gradual na Carga Maxima de Carregamento Absoluta das
ratas em todos 0s grupos experimentais treinados. Os grupos OVX TR e OVX TR-RC
aumentaram em média 211% a CMC ao final do periodo de treinamento, enquanto que
0s grupos SHAM TR e SHAM TR-RC obtiveram um aumento médio de 206%. No

entanto, ndo houve diferenca entre as CMC comparando os grupos OVX e SHAM.
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Tabela 5. Dados da Carga Maxima de Carregamento Absoluta dos grupos experimentais

treinados (gramas).

Grupos Semana 1 Semana 7 Semana 13
experimentais (Inicial) (Final)
OVX TR 491424 1012+38° 1065+40°
OVX TR-RC 527+19 1029+31° 1095+28?
SHAM TR 544+18 1024+172 1089+16°
SHAM TR-RC 472120 10174228 1060+272

Valores expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM), n = 10 por grupo. Grupo Ovariectomia
Treinado: Ovariectomia Treinado (OVX TR) e Ovariectomia Treinado com Restrigéo Calérica (OVX TR-
RC). Grupo Intacto Treinado (Sham): Sham Treinado (SHAM TR) e Sham Treinado com Restricdo
Caldrica (SHAM TR-RC). A letra ® subscrita representam diferenca estatistica entre grupos pela ANOVA
one-way seguida de Post-Hoc Tukey’s test (p<0,05). # Semana 1.

5.3 Quantificacdo da Expressdo do RNAm dos Genes relacionados a Biogénese e

Dinamica Mitocondrial

PGC-1a

A ovariectomia diminuiu a expressdo génica do PGC-1a, principal regulador da
biogénese mitocondrial, com func¢ao sobre o metabolismo oxidativo, em comparacao ao
grupo intacto SHAM (OVX SED vs SHAM SED, p<0,04). As intervengdes treinamento,
restricao calorica e treinamento com restricdo caldrica aumentaram a expressao em todos
0S grupos, comparados ao grupo controle intacto SHAM e ao grupo ovariectomia
sedentario (OVX SED), p<0,05. Comparando as intervengdes, houve diferenga estatistica
significativa apenas nos grupos experimentais treinados (OVX TR vs SHAM TR,
p<0,01).
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Figura 9. Expressdao de RNAmM do PGC-1a no musculo quadriceps de ratas. Os valores a presentados sdo
em Média + Erro Padrdo da Média (EPM). Grupo Ovariectomia: Ovariectomia Sedentario (OVX SED),
Ovariectomia Treinado (OVX TR), Ovariectomia Restricdo Calérica (OVX RC) e Ovariectomia Treinado
com Restricdo Calérica (OVX TR-RC). Grupo Intacto (Sham): Sham Sedentario (SHAM SED), Sham
Treinado (SHAM TR), Sham Restri¢do Caldrica (SHAM RC) e Sham Treinado com Restricdo Cal6rica
(SHAM TR-RC). Os simbolos * e # representam diferenca estatistica entre grupos pela ANOVA one-way
seguida de Post-Hoc Tukey'’s test (p<0,05). * SHAM SED, # OVX SED. O simbolo @ demonstra diferenca
estatistica entre as intervengbes OVX TR vs SHAM TR pelo Test t Student (p<0,01).

MFN-1

Em relacdo a proteina de membrana mitocondrial MFN-1, responsavel pela fuséo
mitocondrial, a ovariectomia reduziu sua expressao quando comparada ao grupo controle
intacto SHAM, (OVX SED vs SHAM SED, p<0,04). O treinamento resistido aumentou
a expressao génica tanto no grupo ovariectomia quanto no grupo intacto Sham. Pérem,
apenas o grupo SHAM treinado (SHAM TR) apresentou diferenca estatistica quando
comparado ao grupo controle SHAM (SHAM TR vs SHAM SED, p<0,007). O grupo
ovariectomia treinado (OVX TR) apresentou diferenca apenas quando comparado ao
grupo ovariectomia sedentario (OVX TR vs OVX SED, p<0,0001).

A restricdo caldrica e a associacdo treinamento com restricdo calorica tambéem
demonstrou um aumento significativo na expressdo génica de MFN-1, quando comparada
ao grupo controle intacto SHAM e ao grupo ovariectomia sedentario (p<0,05).

Comparando as intervengdes, houve diferenca estatistica significativa apenas nos grupos
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experimentais associacdo treinamento com restricdo calérica (OVX TR-RC vs SHAM
TR-RC, p<0,02).
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Figura 10. Expressdo de RNAm da proteina MFN-1, no musculo quadriceps de ratas. Os valores a
presentados sdo em Média + Erro Padrdo da Média (EPM). Grupo Ovariectomia: Ovariectomia Sedentario
(OVX SED), Ovariectomia Treinado (OVX TR), Ovariectomia Restricdo Calérica (OVX RC) e
Ovariectomia Treinado com Restricdo Caldrica (OVX TR-RC). Grupo Intacto (Sham): Sham Sedentério
(SHAM SED), Sham Treinado (SHAM TR), Sham Restri¢do Cal6rica (SHAM RC) e Sham Treinado com
Restricdo Calérica (SHAM TR-RC). Os simbolos * e # representam diferenca estatistica entre grupos pela
ANOVA one-way seguida de Post-Hoc Tukey'’s test (p<0,05). * SHAM SED, # OVX SED. O simbolo $
demonstra diferenca estatistica entre as interven¢des OVX TR-RC vs SHAM TR-RC pelo Test t Student
(p<0,02).

FIS-1
A ovariectomia ndo alterou a expressdo da proteina de membrana mitocondrial

FIS-1, cuja funcdo € participar do processo de fissdo mitocondrial. Todas as intervencdes
dos grupos ovariectomia aumentaram significativamente a expressao de FIS-1, quando
comparadas ao grupo controle intacto SHAM, bem como as intervengdes, restricao
caldrica e a associagdo treinamento com restricdo caldrica dos grupos SHAM (p<0,05).

O treinamento resistido apresentou aumento significativo no grupo ovariectomia
treinado (OVX TR) quando comparado apenas ao grupo controle intacto SHAM (OVX
TR vs SHAM SED, p<0,02).
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Figura 11. Expressdo de RNAm da proteina FIS-1, no mdsculo quadriceps de ratas. Os valores a
presentados sdo em Média + Erro Padrdo da Média (EPM). Grupo Ovariectomia: Ovariectomia Sedentario
(OVX SED), Ovariectomia Treinado (OVX TR), Ovariectomia Restricdo Calérica (OVX RC) e
Ovariectomia Treinado com Restricdo Calorica (OVX TR-RC). Grupo Intacto (Sham): Sham Sedentério
(SHAM SED), Sham Treinado (SHAM TR), Sham Restri¢cdo Caldrica (SHAM RC) e Sham Treinado com
Restricdo Calérica (SHAM TR-RC). Os simbolos * e # representam diferenca estatistica entre grupos pela
ANOVA one-way seguida de Post-Hoc Tukey’s test (p<0,05). * SHAM SED; # OVX SED Néo houve
diferenca estatistica entre as intervencdes.

5.4 Quantificacdo da Expressao Proteica da SIRT3.

SIRT 3
A figura 12 demonstra que a ovariectomia reduziu os niveis proteicos de SIRT3

em relacdo ao grupo controle intacto SHAM (OVX SED vs SHAM SED, p<0,0001). As
intervencdes restricao caldrica e a associacao treinamento com restricdo caldrica elevou
os niveis de SIRT3 quando comparados aos grupos controle intacto SHAM (SHAM SED)
e ovariectomia sedentario (OVX SED), p<0,05.

O treinamento resistido isolado ndo foi capaz de aumentar significativamente os
niveis de SIRT3 em ambos os grupos treinados (OVX TR e SHAM TR). Porém, a discreta
elevacdo no nivel de SIRT3 apresentado no grupo ovariectomia treinado (OVX TR),
continuou com reducdo significativa quando comparado ao grupo controle intacto SHAM

(OVX TR vs SHAM SED, p<0,04).
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A comparacdo entre todas as intervencdes apresentou diferenca significativa
(OVX TR vs SHAM TR, p<0,01); (OVX RC vs SHAM RC, p<0,01); (OVX TR-RC vs
SHAM TR-RC, p<0,02).
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Figura 12. Expressdo Proteica da proteina SIRT 3, no musculo quadriceps de ratas. Os valores a
presentados sdo em Média + Erro Padrdo da Média (EPM). Grupo Ovariectomia: Ovariectomia Sedentario
(OVX SED), Ovariectomia Treinado (OVX TR), Ovariectomia Restricdo Caldrica (OVX RC) e
Ovariectomia Treinado com Restri¢do Caldrica (OVX TR-RC). Grupo Intacto (Sham): Sham Sedentério
(SHAM SED), Sham Treinado (SHAM TR), Sham Restricéo Caldrica (SHAM RC) e Sham Treinado com
Restricdo Caldrica (SHAM TR-RC). Os simbolos * e # representam diferenca estatistica entre grupos pela
ANOVA one-way seguida de Post-Hoc Tukey’s test (p<0,05). * SHAM SED, # OVX SED. Os simbolos
demonstram diferenca estatistica entre as intervenc¢@es pelo Test t Student (p<0,02). @ OVX TR vs SHAM
TR; % OVX RC vs SHAM RC; $ OVX TR-RC vs SHAM TR-RC.
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Figura 13. Membrana de nitrocelulose revelada pelo Kit ECL com o0s niveis de expressdo proteica da
proteina SIRTS3.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou os efeitos da ovariectomia e as intervencoes
treinamento resistido, restricdo caldrica e a associagdo do treinamento resistido com a
resticdo calorica em parametros teciduais e moleculares do musculo quadriceps de ratas
ovariectomizadas. A hipOtese era de que a ovariectomia alteraria 0s parametros
moleculares relacionados a biogénese e dindmica mitocondrial do musculoesquelético, e
que as intervencdes propostas reverteriam as possiveis alteracdes.

A massa corporal das ratas ovariectomizadas apresentaram diferencas tipicas
quando comparadas as ratas intactas, apresentando um ganho ponderal. O estrogénio €
capaz de manter a distribuicdo da gordura corporal e a manutencdo da massa magra com
a preservacdo do gasto caldrico (SHIMEMURA et al., 2002). Portanto, a auséncia do
estrogénio, promove 0 aumento da massa de gordura, a reducdo da massa muscular e o
aumento do consumo alimentar (FISCHER et al., 2000). E interessante destacar que as
ratas ovariectomizadas submetidas as intervencdes restricdo calérica (OVX RC) e
associagdo do treinamento resistido com resticdo caldrica (OVX TR-RC), apresentaram
massa corporal menor quando comparadas ao grupo ovariectomizado sedentario (OVX
SED).

A restrigdo calorica tem sido indicada como intervencao nutricional para reduzir
a massa corporal, pois além da reducdo ponderal, previne e atenua a expressao de genes
relacionados ao processo de envelhecimento, retarda o aparecimento de doencas
relacionadas a idade e aumenta a longevidade (ANDERSON et al., 2012). No estudo de
Pighon et al. (2010), animais ovariectomizados com restricdo calorica e treinamento
resistido por oito semanas apresentaram um menor ganho de massa corporal quando
comparados aos animais ovariectomizados sedentarios.

Pdsa et al. (2015) também observaram que a combinacdo da dieta controlada
associada ao exercicio aerobio foi mais efetiva na reducdo da massa corporal, aumentando
0s niveis sanguineos de leptina e restaurando a glicemia e o perfil lipidico de ratas
ovariectomizadas, quando comparadas ao grupo sedentario. O trabalho de Vieira-Potter
et al. (2012) mostra que a reducdo no consumo de calorias afeta a composi¢édo corporal e
0s parametros metabdlicos em humanos e roedores. Prasannarong et al. (2012) mostraram
que arestricdo caldrioca durante 12 semanas reduziu a massa corporal e a gordura visceral

de ratas ovariectomizadas.
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Consistente com trabalhos anteriores, tanto a massa coporal (CORRIVEAU et al.,
2008; SAENGSIRISUWAN et al., 2009) quanto o consumo alimentar (CAO et al., 2013;
ZENGIN et al., 2013) aumentaram no grupo ovariectomizado. No entanto, a restrigdo
caldrica e a associagdo do treinamento com a restri¢éo calérica foi capaz de prevenir tanto
0 aumento do consumo quanto, parcialmente, da massa corporal.

A sarcopenia decorrente da menopausa ndo estd exclusivamente associada a
reducdo dos hormdnios ovarianos, mas também relacionada a reduc¢éo da atividade fisica
voluntaria de mulheres na menopausa, bem como em roedores (CONCEICAO et al.,
2013; FONSECA et al., 2011). A reducdo da area de seccdo transversa muscular e a
expressdo da cadeia pesada de miosina, encontrada em ratas ovariectomizadas, podem ser
aumentadas com o treinamento resistido (FONSECA et al., 2011). O treinamento
resistido também promove beneficios sobre o quadro de obesidade sarcopénica,
caracteristico da menopausa em mulheres (OLIVEIRA et al., 2011), bem como de
roedores ovariectomizados (VIEIRA-POTTER et al., 2012). Conceicdo et al. (2013)
demonstraram que o treinamento resistido de 16 semanas em mulheres na pds-menopausa
foi efetivo em reduzir o risco de sindrome metabodlica, aumentar a forca muscular dos
membros inferiores, aumentar a massa magra e diminuir a quantidade de gordura corporal

O modelo de exercicio resistido em escada ja demonstrou ser eficaz em aumentar
a massa do musculo esquelético (PRESTES et al., 2011) assim como reduzir os dep6sitos
de gordura (LEITE et al., 2009) e reverter os efeitos deletérios da ovariectomia sobre o
0sso de ratas ovariectomizadas (SHIGUEMOTO et al., 2012). Esta modalidade de
treinamento preocupa-se com o0s principios do treinamento (TUBINO, 1984),
promovendo a manutencdo do numero de séries (4 a 9), com o principio da sobrecarga
(carga maxima de carregamento) e com a regularidade do exercicio (uma sessdo a cada
72h).

O treinamento resistido desenvolvido nesse trabalho, promoveu o aumento
gradual da capacidade de carregamento das ratas, em todos os grupos treinados (OVX
TR, OVX TR-RC, SHAM TR e SHAM TR-RC) de forma semelhante. Isto nos faz
concluir que tanto a ovariectomia quanto a restricdo caldrica ndo interferiram na
capacidade de carregamento das ratas, mostrando a efetividade do treinamento resistido.
Estudos com o mesmo modelo de treinamento, comparando ratas ovariectomizadas e
intactas treinadas, ndo apresentaram diferenca na capacidade de carregamento de carga,
durante 10 e 12 semanas de treinamento resistido (DOMINGOS et al., 2012;
SHIGUEMOTO et al., 2012).
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A biogénese mitocondrial envolve a proliferacdo (aumento do contetdo
mitocondrial) e a diferenciagdo (aumento da capacidade oxidativa mitocondrial)
(VENTURA-CLAPIER et al., 2008). Capllonch-Amer et al. (2014) demonstraram que a
auséncia de estrogénio em ratas ovariectomizadas sedentarias reduziu o conteudo
mitocondrial musculoesquelético e, a reposicdo de estrogénio em outro grupo de ratas
ovariectomizadas sedentarias, aumentou a expressdo génica de PGC-la. Em nosso
estudo, o grupo de ratas ovariectomizadas sedentéarias (OVX-SED) apresentou uma
reducdo significativa quando comparado ao grupo controle intacto.

A presenga do estrogénio aumenta a massa mitocondrial nos miotubulos pela
regulacdo do PGC-la e estimula a proliferagdo mitocondrial intermiofibrilar, com
aumento da capacidade oxidativa (SCARPULLA, 2011). As isoformas de receptores de
estrogénio (alfa e gama) atuam na via da biogénse mitocondrial, estando relacionados ao
aumento da expressao de PGC-1a (HUSS et al., 2004).

Esta bem estabelecido na literatura que o treinamento resistido, assim como o
aerobio, aumentam a expressao do marcador PGC-1a, de maneira suficiente a induzir a
biogénese mitocondrial (HOOD, 2009). Estudos demonstraram que animais nocaute para
PGC-1a apresentaram um aumento na sua expressdo apos exercicio de endurance e
animais com superexpressdo de PGC-la apresentaram um aumento significativo do
fendtipo oxidativo no musculo esquelético, também, com grande aumento das proteinas
mitocondriais nas fibras glicoliticas (contracdo rapida) (DRAKE et al., 2015).

O PGC-1a é regulado por fosforilagdo e acetilagdo pos-traducional, sendo que sua
acetilacdo reversivel modifica significativamente sua atividade transcripcional, com a
participacdo da SIRT3 (proteina mitocondrial deacetiladora dependente de NAD?*
(NOGUEIRAS et al., 2012). Portanto, qualquer situacdo que imponha défict de energia,
como a restricdo caldrica, ou intensa atividade catabdlica de substratos energéticos, pode
resultar em aumento do NAD™, que ativara as sirtuinas. Esta ativacdo da SIRT3 pode
elevar a expressdo de PGC-10, independente da presenca ou ndo do exercicio fisico (LIN
et al., 2014).

Em nosso estudo, houve um aumento significativo do PGC-1a em todos os grupos
que foram submetidos as intervencgoes, relacionando o aumento da expressdo do PGC-1a
com o treinamento resistido e com a restricdo calorica. Em relacdo ao grupo que recebeu
a associacdo do treinamento com a restricdo caldrica, sabe-se que em condigcdes de
restricdo energética, a dinamica mitocondrial eleva suas func¢bes para a manutencdo do

fornecimento de energia. Quando isso ocorre, um sensor que indica essa deficiéncia
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bioenergética (como o AMPK), estimula a deacetilagio de PGC-la pela SIRT3
(PEREIRA, 2015).

Hokari et al. (2010) realizaram estudo com ratas ovariectomizadas que foram
submetidas a corrida em esteira, uma hora por dia, sete dias por semana, durante trés
semanas. Os resultados mostram que houve um aumento da expressao génica de PGC-1a
e da expressao proteica da SIRT3 nos musculos s6leo e plantar, comparado ao grupo
sedentario. Autores citam que em humanos h4 um aumento da expressdo proteica de
SIRT3 nos musculos séleo e gastrocnémio apos jejum e exercicio e, que a expressdo de
SIRT3 € reduzida com o envelhecimento e aumentada com o treinamento aerébio e
resistido (LANZA et al., 2008). Da mesma forma que o musculo esquelético de
individuos sedentarios apresenta uma reducao da expressdo de SIRT3 e PGC-1a, quando
comparados com individuos jovens ou idosos ativos (JOSEPH et al., 2012).

A restricdo calorica é uma intervencdo que promove a longevidade dos mamiferos,
retardando o aparecimento de doengas relacionadas ao envelhecimento, como o diabetes
e doencas neurodegenerativas (COLMAN et al., 2009). Esta hipdtese baseia-se no fato
de que a restricdo calorica reduz o estresse oxidativo mitocondrial (NISOLI et al., 2005).
Lombard et al. (2007) investigaram a expressdo proteica da SIRT3 em ratos nocaute,
comparando com ratos selvagens que possuiam proteina, associados a restricdo calorica.
O resultado apontou uma reducéo significativa do estresse oxidativo no grupo selvagem
associado a restricao calorica, sendo que 0 mesmo ndo foi observado no grupo de ratos
nocaute. Qiu et al. (2010), determinaram que a proteina que compde o0 complexo
antioxidante mitocondrial MnSOD?2 (superdxido dismutase mitocondrial) é deacetilada
pela SIRT 3, explicando sua relacdo com a longevidade e 0 combate ao estresse oxidativo.

Neste trabalho, identificamos 0 aumento da expresséo proteica de SIRT3 em todos
0s grupos que foram submetidos a restri¢do calorica, corroborando com a literatura. O
grupo de ratas ovariectomizadas apresentou uma reducdo da expressdo de SIRT3, o qual
podemos relacionar com 0 aumento estresse oxidativo em condicdo de auséncia de
estrogénio, caracteristico da menopausa (DOMINGOS et al., 2012).

Westermann (2010) cita que o equilibrio entre a fissdo e a fusdo mitocondrial é
fundamental para que ocorra a manutencdo dos processos bioldgicos, incluindo o
fornecimento de energia, 0 combate ao estresse oxidativo e o funcionamento adequado
das membranas em relagdo a apoptose e a morfologia mitocondrial. A mitofusina 1
(MFN-1) é a proteina que regula a fusdo mitocondrial, produzindo as redes mitocondriais

conectadas. A reducdo da sua expressdo causa uma falha na arquitetura morfoldgica
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mitocondrial com diminuigdo da capacidade oxidativa e da oxidagdo aerdbia da glicose
(CARTONI et al., 2005).

Estudo realizado com obesos humanos demonstrou uma reducdo da capacidade
oxidativa entre 36 e 43% associado a reducdo da expressdo proteica de MFN-1 (BACH
et al., 2003). O treinamento resistido aumenta a fungdo mitocondrial, representado pela
elevacdo da expressdo de PGC-1a e esses resultados sugerem que esta adaptacdo em parte
se deve ao aumento da expressao de MFN-1, produzindo a fusdo entre mitocondrias para
a manutencdo do aporte energético. Este mesmo estudo concluiu que o exercicio resistido
induz o aumento da expressao génica de MFN-1, MFN-2 ¢ ERa (receptor de estrogénio)
no musculo esquelético humano (CARTONI et al., 2005). Observamos em nosso trabalho
resultado similar nos grupos intactos Sham, que foram submetidos ao treinamento
resistido.

Rambold et al. (2011) demonstraram por meio da cultura de células que a restri¢éo
calorica induz o aumento da fusdo mitocondrial, dependente de MFN-1, para manter o
aporte energético, enquanto que a atividade da FIS-1 (fissdo), tende também a aumentar
para induzir os fragmentos defeituosos de mitocondria a fagocitose. O aumento da fusao
mitocondrial foi associado ao aumento da producdo de ATP para sustentar a viabilidade
mitocondrial das células musculares na condigdo de restricdo calorica (GOMES et al.,
2011). Em contrapartida, estudos recentes mostraram que a atividade a fissdo (FIS1) €
inibida durante a restricéo calorica, o que induz a um alongamento mitocondrial, induzido
pela fusdo. Esta condicdo dificulta a fagocitose desta mitocondria alongada e permite
maximizar a capacidade de producéo de energia e sustentar a viabilidade celular durante
a restricdo de nutrientes (WESTERMANN, 2012).

Os estudos que comparam a dindmica mitocondrial com a reducdo do estrogénio
associados as intervencbes propostas por este estudo, sdo escassos na literatura, nos
levando a refletir sobre as alteracdes causada pela menopausa e suas possiveis relacdes
ao comportamento das proteinas mitocondriais. O estudo de Lionetti et al. (2013),
utilizando ratas ovariectomizadas sedentarias, demonstrou que a reducdo do estrogénio
causa uma disfuncdo mitocondrial, um aumento das espécies reativas de oxigénio e uma
desregulacdo na expressdo das proteinas da dindmica mitocondrial. Houve aumento da
expressdo das proteinas de fissdo (FIS-1), como o aparecimento de inimeras fracGes
mitocondriais e, a reducdo da expressdo das proteinas de fusdo (MFN-1 e MFN-2). Em

nosso estudo, o grupo de ratas ovariectomizadas sedentarias (OVX SED) apresentou
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resultado similar, com reducdo da expressdao de MFN-1 e um discreto aumento da
expresséo de FIS-1.

Em resumo, os resultados deste trabalho demonstraram que na auséncia dos
horménios ovarianos ocorre uma alteracdo na expressao génica dos marcadores de
dindmica mitocondrial, bem como na expressdo proteica da sirtuina mitocondrial. O
treinamento resistido, a restricdo caldrica e sua associacdo foram capazes de elevar a
expressdo das proteinas supracitadas, revertendo a condicdo determinada pela
ovariectomia. Brinton (2012) ressalta a importancia em validar estratégias que utilizam
0s avancos das pesquisas experimentais com células e animais, possibilitando que seus
resultados sejam utilizados com seguranga, em um modelo translacional da menopausa
humana. Aprofundar os estudos da biogénese e dindmica mitocondrial associado a
propostas de intervencdes terapéuticas, parece ser um caminho seguro na prevencao de

doencas associadas a menopausa.

7 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostraram que o treinamento resistido, a restri¢do
calorica e associacdo entre ambas intervencdes sdo importantes intervencdes propostas
para amenizar a instalacdo de algumas desordens tipicas da auséncia de hormdnios
ovarianos, como o0 aumento da massa corporal e 0 consumo alimentar. Podemos enfatizar
que estas intervencdes também reverteram as alteracbes moleculares mitocondriais
causadas pela ovariectomia, principalmente relacionadas a biogénese e dinamica

mitocondrial.
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