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RESUMO

A reducao na secrecado de hormoénios ovarianos, principalmente os estrogenos, é
uma consequéncia da menopausa. Os estrdgenos atuam principalmente como
hormdnios sexuais femininos, mas exercem também efeitos sobre diferentes
sistemas fisiologicos, incluindo o sistema nervoso central. O tratamento
normalmente utilizado para reduzir os sintomas da menopausa € a terapia
hormonal, a qual parece ser eficaz no tratamento de sintomas, porém ndo esta
livre de efeitos adversos. Com base nisso, h4 uma crescente procura de terapias
alternativas que minimizem os sinais e sintomas da menopausa. NoO presente
estudo, investigamos o efeito da ovariectomia e/ou do exercicio fisico sobre as
atividades das seguintes enzimas relacionadas ao metabolismo energético
cerebral: creatina cinase (fracdes citosdlica e mitocondrial), piruvato cinase,
succinato desidrogenase, complexo Il, citocromo ¢ oxidase, bem como sobre os
niveis de ATP em hipocampo de ratas. Ratas Wistar fémeas adultas com
noventa dias foram submetidas & ovariectomia (um modelo animal amplamente
utilizado para mimetizar as alteragcbes pds-menopausa). Trinta dias ap6s o
procedimento cirargico, as ratas foram submetidas ao protocolo de exercicio,
realizado em esteira adaptada para roedores, trés vezes por semana, durante
trinta dias. Doze horas ap0s a Ultima sesséo de treinamento, os animais foram
decapitados para posteriores analises bioquimicas. Os resultados mostraram
gue a ovariectomia ndo afetou as atividades da piruvato cinase, succinato
desidrogenase e do complexo Il, mas diminuiu as atividades da creatina cinase
(fracBes citosodlica e mitocondrial) e da citocromo ¢ oxidase em hipocampo. Os
niveis de ATP também foram reduzidos. O exercicio fisico foi capaz de reverter
parcialmente apenas o declinio na atividade da creatina cinase fragéo citosolica.
A falta de efeito do exercicio sobre o0s outros parametros analisados nao € clara,
o tempo do treinamento pode nédo ter sido suficiente para promover uma
adaptacao do sistema de energia. Os resultados deste estudo sugerem que a
deficiéncia estrogénica, que ocorre como resultado da ovariectomia, afeta os
sistemas de geracdo e homeostase energética em hipocampo de ratas Wistar
fémeas adultas, contribuindo para a disfuncédo neuronal que pode ser observada
na menopausa.

Palavras-chave: modelo experimental de menopausa, ovariectomia,
homeostase energética, niveis de ATP, exercicio fisico
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ABSTRACT

The reduction in the secretion of ovarian hormones, principally estrogen, is a
consequence of menopause. Estrogens act primarily as female sex hormones,
but also exert effects on different physiological systems including the central
nervous system. The treatment normally used to reduce the symptoms of
menopause is the hormone therapy, which seems to be effective in treating
symptoms, although it may be responsible for adverse effects. Based on this,
there is an increasing demand for alternative therapies that minimize signs and
symptoms of menopause. In the present study, we investigated the effect of
ovariectomy and/or physical exercise on the following activities related to brain
energy metabolism enzymes: creatine kinase (cytosolic and mitochondrial
fractions), pyruvate kinase, succinate dehydrogenase, complex Il, cytochrome c
oxidase, as well as on ATP levels in the hippocampus of adult rats. Adult female
Wistar rats with 90 days of age were subjected to ovariectomy (an animal model
widely used to mimic the postmenopausal changes). Thirty days after the
procedure, the rats were submitted to the exercise protocol, which was
performed in treadmill adapted for rodents three times a week for thirty days.
Twelve hours after the last training session, the rats were decapitated for
subsequent biochemical analyzes. Results showed that ovariectomy did not
affect the activities of pyruvate kinase, succinate dehydrogenase and complex I,
but decreased the activities of creatine kinase (cytosolic and mitochondrial
fractions) and cytochrome c oxidase in hippocampus of adult female rats. ATP
levels were also reduced. Exercise was only able to partially reverse the activity
of creatine kinase cytosolic fraction. The lack of effect of exercise on the other
parameters analyzed is not clear, the training time may not have been sufficient
to promote adaptation of the energy system. The results of this study suggest
that estrogen deficiency that occurs as a result of ovariectomy affects production
systems and energy homeostasis in the hippocampus of adult female Wistar rats,
contributing to neuronal dysfunction which can be observed in menopause.

Keywords: experimental model of menopause, ovariectomy, energy
homeostasis, ATP levels, physical exercise
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1 INTRODUCAO

1.1 Menopausa

Com o passar da idade, o sistema reprodutivo feminino sofre mudancas,
que levam a interrupcdo permanente do ciclo menstrual. A reducdo da secrecao
hormonal que ocorre nesse periodo, incluindo dos estrogenos, resulta na
interrupcdo das habilidades reprodutivas feminina, dando inicio & menopausa
(Bellantoni e Blackman, 1996; Wise, 2001), que pode ocorrer em mulheres de
forma natural em torno dos 50 anos de idade (World Health Organization, 2009),
ou de forma induzida por cirurgia, quimioterapia ou radioterapia (Edwards e Li,
2013; O'Bryant et al.,, 2003; World Health Organization, 1996). Dentre as
mudancgas mais notaveis deste periodo estdo a faléncia ovariana definitiva, a
reducdo significativa dos niveis hormonais ovarianos e a amenorreia (Bellantoni

e Blackman, 1996).

A menopausa é uma condicdo do envelhecimento normal da mulher, e
pode ou ndo ser acompanhada de sintomas (Edwards e Li, 2013). A maior parte
das mulheres que se aproximam da menopausa apresentara sintomas fisicos e
psicolégicos nos proximos anos, levando a uma perda de qualidade de vida
(O'Bryant et al., 2003; Soules et al., 2001). Além disso, estudos indicam que a
menopausa pode estar associada com o aumento do risco para doencas
neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer, por exemplo (Davey, 2013;

Vest e Pike, 2013).

Os ovarios de mulheres adultas que possuem um ciclo reprodutivo normal

secretam hormonios esteroides (estrogenos e progesterona) e horménios nao



esteroides (ativinas, inibinas e folistatinas) (Burger et al., 2007; Messinis, 2006).
Essa liberacdo € regulada pelo eixo hipotalamo-hipdéfise-gonadal, através da
secrecdo de gonadotrofinas hipofisarias: o hormoénio luteinizante (LH), e o
horménio foliculo estimulante (FSH), os quais estdo sob o controle da secrecao
do hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que é produzido e liberado
pelo hipotalamo (Messinis, 2006). Um mecanismo de regulacdo importante do
GnRH ¢é realizado pelas substancias ovarianas e pelas gonadotrofinas da
corrente sanguinea através do mecanismo de retroalimentacdo negativa e
positiva (Messinis, 2006) (Figura 1). A transicdo para a menopausa engloba
mudancas como a elevacdo do FSH, e nos ovarios ocorre o esgotamento dos
foliculos ovarianos, baixando a concentracdo de estrdgenos na circulacéo
(Burger et al., 2007; Soules et al., 2001), dessa forma, neste periodo, devido as
baixas concentracbes de estrogenos, progesterona e substancias néao
esteroidais caracteristicas da menopausa, 0 mecanismo de regulacdo por

retroalimentacao € extinto (Messinis, 2006).

HIPOTALAMO ~ €=

+ | GnRH

HIPOFISE ANTERIOR <€+

+| LH e FSH -

OVARIOS
Tl (s Hormonios esteroidais =
A Hormonios n3o esteroidais

Figura 1. Eixo hipotalamo-hipofise-gonadal e mecanismos de retrocontrole (Bear
et al., 2002).



Os estrogenos pertencem ao grupo de compostos esteroides, que atuam
principalmente como horménios sexuais femininos, mas também circulam por
todo o organismo exercendo efeitos em varios 6rgédos e sistemas fisioldgicos,
tais como o sistema nervoso central (SNC), cardiovascular, imune e ésseo, por
exemplo (Arnal et al., 2010; Fiocchetti et al., 2012; Wise, 2001; Wise, 2002).
Além dessas funcdes, os estrégenos parecem exercer papel neuroprotetor
(Petrovska et al., 2012; Scott et al., 2012; Wise, 2002), pois sdo capazes de
promover plasticidade sinaptica e excitabilidade neural (Brinton, 2009; McEwen,
2002), além de induzir sobrevivéncia neuronal (Yang et al., 2010) e modular
marcadores sinapticos associados a cognicdo (Gibbs e Gabor, 2003).
Adicionalmente, os estrogenos parecem desempenhar um papel sinalizador
sistémico, regulando e coordenando varias funcdes dos genes, células e 6rgaos,
atuando como uma molécula de sinalizacdo no cérebro (Brinton, 2008; Rettberg

et al., 2013).

O organismo feminino secreta trés tipos principais de estrégenos: Estrona
(E1), estradiol (E2) e estriol (E3), sendo o 17B-estradiol (E2, estradiol ou
estrégeno), o principal estrogeno circulante durante a idade reprodutiva da
mulher (Rettberg et al., 2013; Singh et al., 2006). O Estriol e a estrona sao
encontrados em baixos niveis e possuem uma menor atividade sobre os

receptores de estrogénio (RE) (Gruber et al., 2002; Morissette et al., 2008).

Os estrégenos atuam através de seus receptores (REs), que possuem
duas classes gerais: 0os REs nucleares e os REs associados a membrana,
ambos encontrados no cérebro (Rettberg et al.,, 2013). Os REs nucleares

possuem ainda duas isoformas classicas: REa e REB, que sao funcionalmente



distintos e diferencialmente distribuidos através do cérebro. Em cérebro de ratos
e camundongos, os REa mostram um padréo de distribuicdo semelhante ao
cérebro humano (Brinton, 2009; Milner et al., 2001; Mitra et al., 2003; Shughrue
et al., 1997), estando distribuido por todo o hipotalamo, prosencéfalo,
hipocampo, e amigdala (Mitra et al., 2003; Osterlund et al., 2000; Ostlund et al.,
2003). REB sao encontrados em maior concentragdo principalmente no
hipocampo e no cortex cerebral (Mitterling et al., 2010; Osterlund et al., 2000;
Ostlund et al., 2003; Shughrue et al., 1997). Particularmente, no hipocampo, 0s
REa e REPB estdo localizados nas espinhas dendriticas, que sdo conhecidos
sitios de formacdo de sinapses apresentando um alto grau de plasticidade
(Milner et al., 2001; Milner et al., 2005). Além disso, esses receptores parecem
desempenhar funcdes relacionadas a tarefas de aprendizagem dependente do
hipocampo (Spencer et al., 2008). Os REs nucleares existem inicialmente como
mondmeros e dimerizam-se antes da translocac¢do para o nucleo onde atuam

regulando a transcricao.

Os REs associados a membrana sdo monémeros de REa e REP
(Rettberg et al., 2013). A sinalizacao estrogénica classica ocorre como resultado
da translocacdo do RE ligado ao estrogénio para o nudcleo, onde se liga ao
elemento de resposta estrogénica (ERE) regulando a expressdo génica. Ja 0s
REs associados a membrana sdo capazes de rapidamente iniciar vias de
sinalizacao intracelulares apds a exposicao a estrogenos (Rettberg et al., 2013).
Alguns estudos estabelecem ainda a presenca de REs mitocondriais (Irwin et al.,
2012; Milner et al., 2005; Mitterling et al., 2010; Stirone et al., 2005; Yang et al.,
2004) o que evidencia um possivel papel dos estrégenos na bioenergética

celular.



1.2 Metabolismo Energético

7z

A principal fonte energética para o cérebro dos mamiferos € a glicose,
sendo que os neurdnios sdo as células cerebrais que mais requererem energia
(Howarth et al., 2012; Mergenthaler et al., 2013). Como o tecido cerebral possui
pouca reserva energética quando comparado com sua alta atividade metabdlica,
faz-se necessario um fornecimento continuo de glicose para atender as suas
demandas (Shulman et al., 2003). Logo, em situacbes onde o metabolismo
energético apresenta-se reduzido pode haver um comprometimento do

funcionamento normal desse tecido (Bolanos et al., 2009).

Em humanos, o cérebro corresponde a 2% de todo o peso corporal e
consome cerca de 20% da energia proveniente da glicose, sendo considerado o
principal consumidor de glicose (Erbsloh et al., 1958; Mergenthaler et al., 2013).
Assim, em situacdes de jejum prolongado, onde os niveis de glicose encontram-
se reduzidos o cérebro pode gradualmente passar a utilizar corpos cetbnicos

para suprir suas necessidades (Prins, 2008).

Uma reducdo no metabolismo energético do cérebro pode levar a uma
diminuicdo na sintese de ATP e contribuir para a fisiopatologia de certas
doencas, como hipdxia/isquemia e doencgas neurodegenerativas (Atamna e Frey,

2007; Blass, 2001; Kristian, 2004; Mergenthaler et al., 2013; Soane et al., 2007).

O metabolismo da glicose a gas carbbnico (CO;) e agua (H:0), é
responsavel por fornecer grande parte do ATP consumido pelo cérebro, através
de um processo que inicia com a glicolise e encerra com a fosforilagdo oxidativa
(Erecinska e Silver, 1994). A via glicolitica ocorre no citoplasma da célula e tem

como produto final o piruvato, sendo produzidos neste processo dois mols de



piruvato por mol de glicose (Erecinska e Silver, 1994). Na presenca de oxigénio,
esse piruvato € entdo convertido em CO; e H,O na mitocndria, através da acéo
combinada do ciclo de Krebs (ou ciclo do acido tricarboxilico) com a cadeia
respiratoria (Erecinska e Silver, 1994). A producédo de ATP na mitocéndria ocorre
através do acoplamento da fosforilagdo oxidativa com a cadeia transportadora
de elétrons (Irwin et al.,, 2008). Em condi¢cbes adequadas de fornecimento de
oxigénio, a fosforilacdo oxidativa depende das concentracdes de ATP, ADP e
fosfato inorganico (Pi) e da razio NADH/NAD™ mitocondrial (Erecinska e Silver,
1994) para o seu funcionamento. E importante ressaltar que a fosforilacdo
oxidativa no cérebro é responsavel por fornecer mais de 95% do ATP sintetizado

(Erecinska e Silver, 1989; Erecinska e Silver, 1994).

Estudos mostraram que horménios esteroides ovarianos, particularmente o
17B-estradiol, possuem papel modulador na utilizacdo da glicose pelo cérebro
feminino (Brinton, 2008; Verma et al., 2005) e que ratas ovariectomizadas
possuem uma reducdo no consumo de glicose (Lopez-Grueso et al., 2010), o

gue consequentemente pode prejudicar o metabolismo energético cerebral.

1.3 Creatina Cinase

7

A energia é necessaria para a realizacdo de praticamente todos os
processos celulares. Dessa forma, é fundamental que haja adequada producéo,
transporte, conversdo e utilizacdo de energia por processos que envolvem
inUmeras reacdes catalisadas por enzimas devidamente reguladas (Wallimann et

al., 1992).



A creatina cinase (CK), EC 2.7.3.2, € uma enzima chave da energética
celular, representada por um sistema de enzimas com inumeras isoenzimas
compartimentalizadas em locais onde a energia € produzida ou utilizada
(Wallimann et al., 1992; Wallimann et al., 1998). A CK parece encontrar-se, por
exemplo, proximo aos locais onde ocorre a geracdo de forca por proteinas
motoras, transporte de ions através de bombas de ions, e também outros

processos que requerem ATP (Wallimann et al., 1992).

Existem cinco isoenzimas da CK conhecidas em vertebrados: trés
encontradas no citoplasma e duas na mitocondria. As trés isoformas citosolicas
existem como dimeros compostos por duas subunidades: a subunidade M (de
muscle) e a subunidade B (de brain), dessa forma sé&o conhecidas como: CK-
MM, CK-BB e CK-MB. A CK-MM é encontrada no musculo esquelético, a CK-BB
no ceérebro e tecidos neurais e a CK-MB no coracdo e musculo estriado durante
o desenvolvimento (Wallimann et al., 1992; Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000). Ja
as isoenzimas mitocondriais da CK sado chamadas CK-Mi ubiqua (CK-Mi,) e CK-
Mi sarcomérica (CK-Mis), sendo a isoforma ubiqua encontrada no musculo liso,
no cérebro e em outros tecidos e a isoforma sarcomérica nos ventriculos e no
musculo esquelético (Boero et al., 2003; Wallimann e Hemmer, 1994; Wyss e

Kaddurah-Daouk, 2000).

A CK é uma enzima importante para a manutencdo da homeostase do
sistema de energia nas ceélulas que requerem alta demanda e flutuacdes
energéticas. Esta enzima catalisa a transferéncia reversivel do grupo N-fosforil
da fosfocreatina (PCr) para o ADP, assim, regenerando ATP (Wallimann et al.,

1992; Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000) (Figura 2).



CK
PCr + Mg?* ADP + H¥ «<—— Creatina + Mg?* ATP

Figura 2. Reacdo catalisada pela creatina cinase: a transferéncia reversivel do
grupo N-fosforil da PCr para o ADP regenerando ATP. PCr: fosfocreatina

O sistema CK//PCr parece exercer um papel complexo na homeostase de
energia celular (Wallimann et al., 1992), e sua atividade pode estar relacionada
com algumas condi¢cBes patoldgicas resultantes da deficiéncia de energia
cerebral (Whittingham e Lipton, 1981). Diminuicdo na sua fungcdo parece
desenvolver papel importante no processo de neurodegeneracdo associado com

a perda neuronal (Tomimoto et al., 1993).

1.4 Piruvato Cinase

A piruvato cinase (PK), EC 2.7.1.40, é uma enzima com papel importante
na via glicolitica, uma importante via de fornecimento de energia para o bom

funcionamento cerebral (Valentini et al., 2000).

A glicdlise que ocorre no citosol consiste em uma sequencia de dez reagfes
enzimaticas, no qual a glicose é convertida no produto final piruvato. Nessa
sequencia de rea¢des, um mol de glicose € convertido em dois mols de piruvato,
juntamente com a formacdo de dois mols de ATP por mol de glicose
(Mergenthaler et al., 2013). O piruvato formado pode seguir duas vias distintas:
em condicbes anaerObias, pode ser convertido a lactato pela glicolise

anaerobica, ou, em condicbes aerdbicas ele é transportado para dentro da



mitocondria e entdo oxidado através do cliclo de Krebs e cadeia respiratéria

formando CO, e H,O (Erecinska e Silver, 1994).

A PK catalisa a reacado final da glicolise, onde ocorre a transfosforilacdo
irreversivel do fosfoenolpiruvato (PEP) e ADP, formando piruvato, juntamente
com a sintese de uma molécula de ATP (Erecinska e Silver, 1994; Valentini et

al., 2000) (Figura 3).

PK
PEP + Mg?* ADP + H¥ —— Piruvato + Mg2* ATP

Figura 3. Reacdo catalisada pela PK: a transfosforilacéo irreversivel PEP e ADP
formando piruvato e ATP. PEP: fosfoenolpiruvato

Dados na literatura mostram que o 17B-estradiol altera a atividade e
expressdo de enzimas glicoliticas no cérebro de ratas (Blake et al.,, 2005;
Kostanyan e Nazaryan, 1992), dessa forma, declinios na sua concentracdo

podem afetar a homeostase de glicose cerebral.

1.5 Cadeia Respiratéria e Fosforilacdo Oxidativa

A energia na forma de ATP (trifosfato de adenosina) é essencial para a
realizacdo de diversas funcbes da célula, assim como para a realizacdo de
eventos biologicos e moleculares. Reducdo nos niveis energéticos pode
representar uma ameaca para a integridade e homeostase celular, ja que

prejuizos no metabolismo energético podem causar sinalizagdo pro-apoptotica,
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dano oxidativo, excitotoxicidade e impedir o reparo do DNA mitocondrial (Owen e

Sunram-Lea, 2011).

A mitocondria consiste em uma rede funcional integrada que regula o
equilibrio energético celular, sendo a fonte primaria de energia na célula, ja que
nela ocorre a respiracao celular que converte nutrientes em energia (Irwin et al.,

2008).

A cadeia respiratéria, ou cadeia transportadora de elétrons, ocorre na
membrana mitocondrial interna e é formada por quatro complexos protéicos
integrais de membrana: o complexo | (NADH: ubiquinona oxirredutase ou NADH
desidrogenase), complexo Il (succinato: ubiquinona oxirredutase), complexo IlI
(citocromo bc; ou ubiquinona: citocromo c oxirredutase) e complexo 1V
(citocromo c¢ oxidase), e dois transportadores moveis de elétrons: a coenzima Q

ou ubiquinona e o citocromo ¢ (Acin-Perez e Enriquez, 2013; Vartak et al., 2013).

Na cadeia respiratoria ocorre a oxidacdo dos equivalentes redutores NADH
e FADH, provenientes de diferentes rotas metabdlicas como a glicdlise,
oxidacdo de &cidos graxos e ciclo de Krebs, por exemplo (Acin-Perez e
Enriquez, 2013). O Complexo | € o principal ponto de entrada de elétrons para a
cadeia respiratoria. Ele transfere os elétrons do NADH para ubiquinona dentro
da membrana. J& o complexo Il consiste em um ponto alternativo de entrada de
elétrons provenientes do FADH, para a cadeia respiratéria, onde os elétrons séao
entdo transferidos do succinato para a ubiquinona (Acin-Perez e Enriquez, 2013;
Dudkina et al., 2008). A succinato desidrogenase (SDH) é uma enzima que
encontra-se ligada a membrana mitocondrial e estd envolvida tanto no ciclo de

Krebs (responsavel pela oxidacdo do succinato a fumarato na matriz
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mitocondrial, com a consequente libertacdo de FADH,), quanto na cadeia
respiratoria (transfere os elétrons da ubiquinona, sem o bombeamento de
prétons na membrana mitocondrial interna) (Huang e Millar, 2013). Os elétrons
passam entdo da ubiquinona para o complexo lll, que transfere esses elétrons
para o citocromo c. O Complexo IV ou citocromo ¢ oxidase € o complexo final
cadeia respiratoria que catalisa a transferéncia dos elétrons do citocromo c para
0 Oy, reduzindo este a H,O (Acin-Perez e Enriquez, 2013; Dudkina et al., 2008).
Essa transferéncia de elétrons através da cadeia respiratéria resulta no
bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas
nos complexos I, lll e IV. Como consequéncia, um gradiente de protons é criado,
gerando forca proton-motriz que impulsiona a sintese de ATP pela ATP sintase
(fosforilacdo oxidativa) a partir de ADP + Pi (Acin-Perez e Enriquez, 2013;

Dudkina et al., 2008; Pierron et al., 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Fluxo de elétrons através dos complexos da cadeia respiratoria e
fosforilagdo oxidativa. Os elétrons do NADH e outros substratos oxidaveis séo
carreados através da cadeia transportadora de elétrons na membrana interna da
mitocondria. O fluxo de elétrons é acompanhado por uma transferéncia de
prétons nos complexo |, Ill e IV através da membrana, gerando um gradiente
quimico (ApH) e um gradiente elétrico (AW). A membrana interna da mitocondria
€ impermeavel aos prétons, dessa forma, eles retornam a matriz mitocondrial
através de canais especificos. Essa forca préton motriz gerada que direciona os
protons para a matriz propicia a sintese de ATP pela ATP-sintase (Nelson e
COX, 2012).

Evidéncias indicam que alteragbes no metabolismo energético
mitocondrial podem contribui para a fisiopatologia de lesdes cerebrais e doencas
neurodegenerativas como, por exemplo, a doenca de Alzheimer e Parkinson
(Moran et al., 2012; Soane et al., 2007). Além disso, sabe-se que a reducéo nos

niveis de estrogenos circulantes em decorréncia da menopausa coincide com
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um declinio na bioenergética cerebral, podendo resultar em comprometimento

metabdlico (Rettberg et al., 2013).

1.6 Exercicio Fisico

Mulheres apds a menopausa tém utilizado a terapia de reposi¢cdo hormonal
(TRH) para a substituicdo dos estrogenos endogenos. Os beneficios da TRH
sobre a memoria e fungbes cognitivas tém sido relatados (Sherwin, 2003;
Shoupe, 2011). Por outro lado, h4 indicios de que essa terapia também é capaz
de aumentar o risco de desenvolvimento de tumores e doencas cardiovasculares
(Lobo, 2007; Miquel et al., 2006), a partir disto, ha uma procura crescente de
terapias alternativas para o tratamento e a minimiza¢ao dos sinais e sintomas da

menopausa.

A realizacdo de exercicios fisicos regular parece reduzir o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, acidente vascular cerebral
isquémico, hipertensdo, diabetes tipo 2, obesidade, osteoporose, cancer e
também de patologias psiquiatricas como a ansiedade e depresséo, além de
prevenir ou retardar a prejuizo cognitivo e a insbnia (Booth et al., 2000;
Femminella et al., 2013; Kramer et al., 2005; Paolillo et al., 2013), embora o0s
mecanismos envolvidos ainda ndo estejam totalmente elucidados. Evidéncias
sugerem que o0 exercicio pode agir como neuroprotetor em casos de leséo
hipocampal, aumentando a expressdo de fatores neurotréficos envolvidos na
sobrevivéncia neuronal, diferenciacdo e alteracdo da plasticidade
sinaptica/memoria (Berchtold et al., 2001; Cotman e Berchtold, 2002; Griesbach

et al., 2007; Sim et al., 2004).
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A molécula que mais se relaciona com o aumento da neurogénese induzida
pelo exercicio fisico € o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (Ernst et
al., 2006; Vaynman et al., 2006). Existem evidéncias de que a exercicio fisico
aumenta os niveis de BDNF, estimulando a neurogénese e aumentando a
resisténcia do cérebro aos insultos cerebrais (Cotman e Berchtold, 2002). O
aumento na liberacdo de neurotrofinas esta associado a niveis mais altos de
exercicio, tanto em estudos em animais como em humanos (Kirk-Sanchez e
McGough, 2014; Rasmussen et al., 2009; Seifert et al., 2010), tendo impacto
positivo na funcdo do cérebro em envelhecimento (Kirk-Sanchez e McGough,
2014; Vaynman e Gomez-Pinilla, 2005). Neste contexto o exercicio parece
melhorar o aprendizado e o desempenho cognitivo (Cotman e Berchtold, 2002;

van Praag et al., 2005).

Estudos clinicos mostram que a atividade fisica regular pode retardar o
aparecimento de doencas neurodegenerativas relacionadas a idade, tais como
doenca de Alzheimer, deméncia, doenca de Parkinson e esclerose lateral
amiotréfica (Adlard et al., 2005; Garraux, 2008; Kramer et al., 1999; Laurin et al.,
2001; McCrate e Kaspar, 2008). Além disso, pesquisas indicam que 0 exercicio
fisico pode manter a saude e a funcdo cerebral, sugerindo que o exercicio pode
ser uma boa estratégia terapéutica para a prevengdo ou regeneracdo de

doencas neurodegenerativas (Kramer et al., 1999; Mattson, 2000).

Dessa forma, partindo do principio de que mulheres pés-menopausicas,
devido a falta de estrogénio, sdo mais suscetiveis a déficit cognitivo, distarbios
emocionais e doengas neurodegenerativas e que alteracdes no metabolismo

energético podem estar associadas a essas condicdes neste trabalho
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investigamos a influéncia da ovariectomia sobre o metabolismo energético em
hipocampo de ratas adultas, além do papel que o exercicio fisico pode sobre as

possiveis alteracoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo geral investigar a influéncia da OVX
sobre alguns paradmetros do metabolismo energético em hipocampo de ratas
Wistar adultas. Avaliamos também o papel neuroprotetor do exercicio fisico

sobre as possiveis alteracdes encontradas.

2.2 Objetivos especificos

1. Investigar o efeito da ovariectomia e/ou do exercicio fisico sobre a atividade
da enzima piruvato cinase;

2. Avaliar o efeito da ovariectomia e/ou do exercicio fisico sobre a atividade da
creatina cinase, fracdes citosdlica e mitocondrial;

3. Investigar o efeito da ovariectomia e/ou do exercicio fisico sobre as
atividades das seguintes enzimas da cadeia transportadora de elétrons:
succinato desidrogenase, complexo Il e citocromo c oxidase;

4. Avaliar o efeito da ovariectomia e/ou do exercicio fisico sobre os niveis de

ATP em hipocampo de ratas adultas;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e Reagentes

Para este estudo experimental, foram utilizadas ratas Wistar fémeas
adultas com 80 dias, provenientes do Biotério do Departamento de Bioquimica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre/RS, que foram
mantidas em ciclos claro/escuro de 12/12 h em temperatura constante (22 +
1°C), com livre acesso a agua e alimento comercial proteico (20%). Os cuidados
com 0s animais seguiram as diretrizes governamentais oficiais, conforme a
Federacdo das Sociedades Brasileiras para Biologia Experimental. O projeto foi
submetido & aprovacéo pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul (#24085).

Os animais utilizados foram acondicionados em caixas (65cm x 25cm x 15
cm) com grades e com o chéo coberto de serragem. Foram colocados de 4 a 5
animais em cada caixa. A eutanasia desses animais foi realizada por

decapitacdo, sem uso de anestésicos, para posterior retirada do hipocampo.

3.2 Tamanho da Amostra

O tamanho da amostra foi calculado de acordo com (Callegari-Jaques,
2003), e segundo estudos ja realizados em nosso grupo (Ben et al., 2009;
Mackedanz et al., 2011; Monteiro et al., 2007), onde para estudos bioquimicos

foram necessarios de 4 a 8 animais por grupo.
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3.3 Controle do Ciclo Estral

O ciclo reprodutivo das ratas € denominado ciclo estral tem duragéo
média de quatro a cinco dias. O ciclo estral possui quatro fases: proestro, estro,
metaestro e diestro. A identificagdo das fases baseia-se na proporcao entre 0s
trés tipos celulares observados nos lavados vaginais a fresco em microscopio
oOtico: células epiteliais nucleadas, células cornificadas e leucécitos. Na fase
proestro, no qual ocorre o pico de concentracdo plasmatica de estrogeno,
observa-se predominancia de células epiteliais nucleadas; na estro, observa-se
apenas células cornificadas; na fase metaestro ha semelhante proporgdo entre
os trés tipos celulares e na fase diestro, onde ha& baixa concentracdo de
estrogeno, observa-se uma predominancia de leucdcitos no lavado vaginal

(Marcondes et al., 2002).

A fase do ciclo estral através de esfregaco vaginal foi determinada
diariamente, durante o periodo de dez dias que antecedem a OVX, para
assegurar gque todas as ratas possuiam um ciclo reprodutivo normal e garantir
assim, sua inclusdo no estudo. O ciclo estral também foi controlado antes da
decapitacdo, para que as ratas sham fossem decapitadas na fase de diestro

(baixa concentracao de estrégeno).

3.4 Modelo Experimental

O modelo animal de supressdo hormonal ovariana mais amplamente
utilizado para mimetizar as alteragbes no periodo pos-menopausa é a

ovariectomia (OVX) (Savonenko e Markowska, 2003).
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O modelo experimental foi realizado conforme Ben et al., (2009), onde aos
90 dias de vida as ratas foram submetidas a OVX, um procedimento cirdrgico
para a remocado de ambos os ovarios, com consequente deplecédo estrogénica
(Waynforth e Flecknell, 1992). Os anestésicos intraperitonealmente

administrados foram ketamina (90 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg).

A medida de estrégeno nas ratas do grupo OVX deve ser indetectavel, o
gue confirma a eficacia do procedimento cirdrgico de remocdo dos ovarios
(Monteiro et al., 2005a). Estudos prévios ja estabelecidos em nosso laboratério
demonstraram que a OVX diminui significativamente os niveis de estradiol em
ratas submetidas a este procedimento, confirmando sua eficacia para a deplecéo

estrogénica (Monteiro et al., 2007).

O procedimento cirargico foi realizado na sala de cirurgia do Biotério do
Departamento de Bioquimica. Apés o efeito da anestesia os animas foram

mantidos na sala de pds-operatério, para recuperacao.

3.5 Protocolo de Treinamento Fisico

Apods 30 dias da remocdao bilateral dos ovarios as ratas foram submetidas
ao treinamento fisico em esteira adaptada para roedores (Inbramed TK 01, Porto
Alegre, Brasil), de acordo com Cechetti et al., (2007). Os ratos foram inicialmente
habituados com o aparelho de esteira para minimizar o estresse e a novidade. O
protocolo de exercicio fisico iniciou no 110° dia de vida do animal e terminou no
dia 140° de vida. As ratas foram mantidas correndo por 20 min, em uma
frequéncia de trés vezes por semana (Ben et al., 2010; Ben et al., 2009) por 30

dias. Os animais controles foram mantidos por 20 min na esteira desligada (da
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Cunha et al., 2012; Scopel et al., 2006). Foi utilizado um protocolo de exercicio
de intensidade moderada (Ben et al., 2009; Cechetti et al., 2007; da Cunha et al.,
2012; Scopel et al., 2006), a 60% do consumo maximo de oxigénio do animal
(Brooks e White, 1978). A medicdo do pico de consumo de oxigénio (VO,) foi
realizada indiretamente em todos os animais antes do protocolo de treinamento
fisico. Cada rato correu individualmente na esteira, inicialmente em baixa
velocidade, seguido por aumento da velocidade de 5m/min a cada 3 minutos, até
ao ponto de exaustdo. O tempo de fadiga (min) e carga de trabalho (m/min)
foram considerados indicadores de capacidade para o exercicio, que foi tomado

como VO,max (Arida et al., 1999; Brooks e White, 1978).

O protocolo de exercicio consistiu em aumento gradual da velocidade de
execucao e tempo: na 12 semana 18 m/min nos primeiros 3 min, 24 m/min para
0s préximos 2 min, 36 ou 48 m/min para os proximos 10 min, 24 m/min durante 2
minutos e, em seguida, 18 m/min durante os ultimos 3 min, na 22 semana 18
m/min durante os primeiros 3 min, 24 m/min para o proximo 1 min , e 36 ou 48
m/min para 0s 12 min seguintes, 24 m/min durante 1 minuto seguinte e 18 m/min
durante os dltimos 3 min, nas 3% e 42 semanas a 18 m/min durante os primeiros
3 minutos, 36 ou 48 m/min para 0os proximos 14 min e 18 m/min durante 0s
altimos 3 min (Ben et al., 2009; Cechetti et al., 2007; da Cunha et al., 2012). Os
animais que inicialmente se recusaram a executar foram estimulados tocando
suas costas, choque elétrico ou estimulo fisico ndo foram utilizados neste

estudo.
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3.6 Protocolo Experimental

Ratas com 80 dias de vida tiveram seu ciclo estral controlado e apds sua
inclusao no estudo foram divididas em dois grupo: (1) sham e (2) OVX, onde as
ratas do grupo sham foram submetidas a cirurgia, porém sem a remoc¢édo de
ambos o0s ovarios, apenas para mimetizar os estresse e as ratas do grupo OVX
tiveram ambos os ovarios retirados. Trinta dias apos a cirurgia, as ratas foram
divididas em 4 grupos: (1) sham, (2) sham + exercicio, (3) OVX e (4) OVX +
exercicio para a aplicacdo do treinamento fisico (30 dias apds a OVX, por um
periodo de 30 dias). Doze horas apds a ultima sessao de treino as ratas foram
decapitadas para posteriores analises bioquimicas, a fim de verificar se o
exercicio fisico foi capaz de reverter as possiveis alteragdes encontradas. O

desenho experimental pode ser observado na Figura 5 a seguir.

80 dias 90 dias 113 dias 120 dias 150 dias

i = Exercicio Fisi
Ovariectomia Ambientagdo para o ercicio Fisico

exercicio fisico Controle do ciclo estral

Controle do ciclo estral )
Decapitagao

Analises bioquimicas

Figura 5. Cronologia dos procedimentos experimentais
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3.7 Estudos Bioquimicos

3.7.1 Preparacao das amostras

Para a determinacgéo da atividade da PK o hipocampo foi homogeneizado
1:6 (p/v) em solucéo tampéao (sacarose 0,32 M; EDTA 1mM e Tris-HCI 10 mM,
pH 7,4). Os homogeneizados foram centrifugados a 800g por 10 minutos a 4°C e
o precipitado descartado. O sobrenadante foi centrifugado a 10.000 g por 10
minutos a 4°C. O sedimento foi descartado e o sobrenadante livre de
mitocondria foi utilizado para determinar a atividade da enzima e da

concentragao proteica.

Para a determinacdo da atividade da CK (fragBes citosélica e
mitocondrial), o hipocampo foi homogeneizada 1:10 (p/v) em tampao de SETH
(sacarose 0,32 M, EGTA 1 mM e Tris-HCIl 10 mM, pH 7,4 ). Os homogeneizados
foram centrifugados a 800 g durante 10 min a 4°C e o precipitado foi descartado.
O sobrenadante foi centrifugado a 10.000 g durante 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante da segunda centrifugacgéo foi utilizado para determinar a atividade
da CK fracdo citosélica. O sedimento enriguecido em mitocéndria foi lavado duas
vezes com 0 mesmo tamp&o e novamente suspenso em tampéo Tris-HCI, pH
7,5, contendo MgSO, 100 mM para a determinacdo da atividade da fragcéo
mitocondrial da CK. A fraccdo mitocondrial foi congelada e descongelada trés
vezes antes do ensaio de enzimatico, a fim de romper as membranas

mitocondriais.

Para a determinacédo das atividades da SDH, complexo Il e citocromo ¢

oxidase, o hipocampo foi homegeneizado 1:20 (p/v) em tampdo SETH pH 7,4
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(sacarose 250 mM; EDTA 2mM. Trizma base 10 mM e 50 Ul.mL -1 de heparina).
Os homogeneizados foram centrifugados a 800 g por 10 minutos e o0s
sobrenadantes foram mantidos a -70 °C até a utilizacdo para a determinacao das

atividades enzimaticas.

Para determinacdo dos niveis de ATP o hipocampo foi imediatamente
apos dissecado, congelado em nitrogénio liquido. A homogeneizacdo foi
realizada em solucdo de NaOH 0,1 M, onde para cada hemisfério do hipocampo

foi adicionado 1 mL de NaOH 0,1 M. N&o é necessario centrifugar.

3.7.2 Determinagao da atividade da piruvato cinase

A atividade da enzima PK foi determinada de acordo com Leong et al.,
(1981). A reacdo comeca apés 30 minutos de pré-incubacéo através da adicéao
de PEP 1mM. Os resultados foram expressos em pmol de piruvato formado por

min por mg de proteina.

3.7.3 Determinacao da atividade da creatina cinase (fracfes citosoélica e
mitocondrial)

A atividade de CK foi realizada de acordo com o método colorimétrico
descrito por Hughes, (1962). O meio de incubacao contendo Tris-HCI 65 mM pH
7,5, de fosfato de creatina 7 mM, MgSO, 9 mM e cerca de 1 ug de proteina em
um volume final de 0,13 mL. Foi realizada uma pré-incubacédo de 30-90 min a
37°C, e em sequida, a reacdo enzimatica foi iniciada pela adicdo de ADP 0,3
umol. A reacao foi interrompida apdés 10 minutos de incubacéo pela adicdo de p -

hidroximercuriobenzdico 1 umol. A adicdo de 0,1 mL de a - naftol 2% e 0,1 mL
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de diacetil 0,05% promoveu aparecimento de cor apés 20 min, detectado a 540
nm. Os resultados foram expressos como pmol de creatina formada por min por

mg de proteina.

3.7.4 Determinacgao da atividade do complexo Il

A atividade do complexo Il € medida pelo decréscimo na absorbancia
devido a redugéo de 2,6-dicloroindofenol (DCIP) a 600 nm (Fischer et al., 1985).

Os resultados foram expressos como nmol/min.mg de proteina.

3.7.5 Determinacédo da atividade da succinato desidrogenase

A atividade da SDH foi determinada de acordo com o método de Fischer
et al., (1985) através do decréscimo na absorbancia do 2,6-dicloroindofenol
(DCIP) a 600 nm na presenca de metassulfato de fenazina (PMS). Os resultados

foram expressos como nmol/min.mg de proteina.

3.7.6 Determinacdo da atividade da citocromo c oxidase

A atividade da citocromo c oxidase foi determinada de acordo com Rustin
et al., (1994). A atividade enzimatica foi medida pelo decréscimo na absorbancia
devido a oxidagéo do citocromo c previamente reduzido a 550 nm. Os resultados

foram expressos em nmol/min.mg de proteina.
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3.7.7 Determinacao dos niveis de ATP

As amostras foram analisadas utilizando o kit ATPlite™ (PerkinElmer), um
sistema de analise de deteccdo de ATP, de acordo com Witt et al., (2003). A
concentracéo de ATP foi calculada a partir de uma curva padrao expressa em

pmol/g.

3.7.8 Determinacao Protéica

A determinacdo das proteinas totais foi realizada através do método

colorimétrico de Lowry et al., (1951), utilizando albumina bovina como padréo.

3.8 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica dos dados foi realizado ANOVA de 2 vias

seguido do teste de Tukey quando F foi significativo.

As analises foram realizadas utilizando o software Pacote Estatistico para
as Ciéncias Sociais (SPSS), sendo considerado diferencas significativamente

estatistica quando p<0,05.

3.9 Aspectos éticos

O trabalho tratou-se de um procedimento experimental em animais, nao
havendo, entdo, aplicacdo de termo de consentimento. Os animais foram
mantidos em condi¢cdes adequadas, manipulados e tratados com seriedade e

respeito, além de anestesiados antes do procedimento de retirada dos ovarios.
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O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, e apenas apés a aprovacao iniciado.
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4 RESULTADOS

Os resultados serao apresentados no artigo cientifico intitulado:

Effect of physical exercise on changes in activities of creatine kinase,

cytochrome c oxidase and ATP levels caused by ovariectomy

Cassiana Siebert, Janaina Kolling, Emilene B.S. Scherer, Felipe Schmitz, Maira
J. da Cunha, Rodrigo B. de Andrade, Clovis M. D. Wanmacher, Angela T.S.

Wyse
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4.1 ARTIGO CIENTIFICO

Effect of physical exercise on changes in activities of creatine kinase,

cytochrome c oxidase and ATP levels caused by ovariectomy

Cassiana Siebert, Janaina Kolling, Emilene B.S. Scherer, Felipe Schmitz, Maira
J. da Cunha, Rodrigo B. de Andrade, Clovis M. D. Wanmacher, Angela T.S.
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5 DISCUSSAO

Devido ao aumento na expectativa média de vida das mulheres e o
constante periodo em que elas entram na menopausa, estima-se que as
mulheres passardo mais de trés décadas de suas vidas no periodo poés-
menopausa (Wise, 2001). Assim, a salde e o bem-estar geral dessas mulheres
tornaram-se  um problema de salude publica mundial (Poomalar e

Arounassalame, 2013).

No periodo de transicdo para a menopausa ocorrem alteracées hormonais,
incluindo a diminuigdo acentuada nos niveis de estrégenos na circulacdo, o que
terd consequéncias em diversos sistemas, incluindo o SNC (Wise, 2001) além
de parecer alterar o processo neural associado com a cognicdo e processos
patoldgicos relacionados com doencgas que afetam o SNC, tais como as doencas
neurodegenerativas e outras (Henderson, 2013; Vest e Pike, 2013). Dessa
forma, a diminuicdo dos estrogenos e progesterona decorrentes da menopausa
tornam o cérebro mais vulneravel a sofrer insultos agudos, bem como

desenvolver doencas neurodegenerativas (Simpkins et al., 2005; Wise, 2002).

As acdes dos estrégenos no cérebro estdo relacionadas com a regulacéo
do transporte de glicose, com a glicélise aerdbica, funcdo mitocondrial e geragéo
de ATP, e no corpo, 0s estrogenos protegem contra a obesidade, resisténcia a
insulina e diabetes tipo 2 (Rettberg et al., 2013). Além disso, 0s estrogenos
parecem prevenir doencas neurodegenerativas, por mecanismos ainda né&o
completamente elucidados. Adicionalmente a isto, estudos mostram que esses

horménios podem ativar sistemas de defesa antioxidante eliminando espécies
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reativas, limitando o dano a proteinas e ao DNA mitocondrial, e melhorando a

atividade da cadeia transportadora de elétrons (Nilsen, 2008).

Sabendo-se que muitas estratégias alternativas para o tratamento dos
sintomas da menopausa estdo sendo estudadas (Ben et al., 2009; Mackedanz et
al., 2011; Monteiro et al., 2007), a hipotese de tratamento escolhido para esse
estudo foi o exercicio fisico, jA que este tem sido utilizado para reduzir ou
reverter os processos fisioldégicos observados no envelhecimento (Buford et al.,

2013; Kirk-Sanchez e McGough, 2014).

A partir destas evidéncias, levando em consideracdo que alteracdes no
metabolismo energético estdo relacionadas com a patogénese de varias
doencas que afetam o SNC (Moran et al., 2012) e que os estrégenos exercem
papel na regulacdo de algumas enzimas-chave do metabolismo energético
(Rettberg et al., 2013), no presente estudo, nés avaliamos a influéncia da OVX e
do exercicio fisico sobre o metabolismo energético em hipocampo de ratas

Wistar adultas.

O hipocampo € uma estrutura cerebral que localiza-se bilateralmente no lobo
temporal e desempenha papel central na formacdo de memdrias declarativas
(Izquierdo et al., 1998). Diferentes areas cerebrais interagem com o hipocampo
regulando a aquisicdo e o armazenamento de novas informac¢des (Izquierdo et
al., 1997). Dessa forma, o hipocampo foi a estrutura utilizada neste estudo, pois
apresenta ERs (a e B) (Shughrue et al., 1997; Shughrue et al., 2000) e esta
relacionado com processos de meméria e aprendizagem (Daniel e Dohanich,
2001). Além disso, estudos prévios em ratas ovariectomizadas ja demostraram

haver déficit de memaria nestes animais (Ben et al., 2010; Monteiro et al., 2008).
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A OVX foi o modelo experimental escolhido, pois consiste no modelo animal
mais amplamente utilizado de deprivacdo estrogénica, mimetizando as
alteracdes decorrentes da menopausa (Sato et al., 2003; Savonenko e
Markowska, 2003). Sabe-se que em uma semana apos a OVX os niveis de
estrogenos circulantes tonam-se indetectaveis (Chakraborty e Gore, 2004;

Monteiro et al., 2005b).

Dessa forma, inicialmente avaliamos o efeito da OVX e/ou exercicio fisico
sobre o sistema responsavel pela homeostase de energia da célula, através da
atividade da CK. O sistema CK/PCr desempenha um importante papel na
homeostase energética, ja que regenera o ATP consumido nos tecidos, além de
transferir o ATP dos sitios de producéao (glicolise e mitocondria) para os sitios de
consumo (ATPases celulares) (Wallimann et al., 1992; Wyss e Kaddurah-Daouk,
2000). Essa enzima esta presente nos tecidos que requerem alta demanda de
energia para o desempenho das suas funcfes, tais como o tecido muscular
cardiaco, musculo esquelético e cérebro, por exemplo (Wallimann e Hemmer,
1994). As isoenzimas da CK citosolica sdo co-expressas em tecidos juntamente
com a isoforma mitocondrial (Wallimann et al.,, 1992) sendo extremamente
importante a interacdo entre as duas isoformas para a manutencdo da

homeostase de energia celular (da Silva et al., 2003).

Nossos resultados mostraram haver uma reducao na atividade da CK no
grupo de ratas ovariectomizadas (quando comparado ao grupo sham e
exercicio), tanto na fragdo citosolica quanto na mitocondrial. O exercicio fisico
reverteu parcialmente a inibicdo da atividade na fragdo citosdlica, mas nao

exerceu efeito sobre a fracdo mitocondrial da enzima .



43

Ja foi demonstrado que a CK € um marcador de dano celular em doencas
gue afetam o SNC, tais como isquemia e doenca de Azheimer (Aksenov et al.,
2000; Tomimoto et al., 1993) e evidéncias indicam que uma inibicdo na atividade
da CK pode estar envolvida na patogénese de diversas doencas, principalmente
envolvendo o cérebro, ja que algumas doencas neurodegenerativas exibem um

sistema CK comprometido (Aksenov et al., 2000; Wendt et al., 2002).

Ambas as isoformas da CK (mitocondrial e citosdlica) podem ser
irreversivelmente afetadas por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(Aksenov et al., 2000; Konorev et al., 1998; Koufen e Stark, 2000; Schlattner et
al., 2006; Stachowiak et al., 1998), sendo que a CK mitocondrial parece para ser
o principal alvo do estresse oxidativo (Koufen e Stark, 2000; Stachowiak et al.,
1998). Foi demonstrado que a CK-BB se faz presente tanto em utero como no
cérebro de ratos, e a sua sintese no utero (proteina e mRNA) é regulada por
estrégenos mas no cérebro os estrégenos parecem néo exercer efeito sobre a
CK (Bergen et al., 1993; Pentecost et al., 1990). Adicionalmente, dados mostram
gue a CK pode ser inibida por modificacbes oxidativas (Aksenov et al., 2000), o
gue poderia explicar nossos resultados em cérebro, ja que prévios estudos
mostram que a OVX induz estresse oxidativo em cérebro de ratas (Behr et al.,

2012; Kume-Kick et al., 1996; Martins et al., 2012; Monteiro et al., 2005a).

Apés verificar o déficit no sistema de manutencdo da homeostase
energética, através da avaliagdo da atividade da CK (fracdes citosdlica e
mitocondrial), foi avaliada a atividade da PK, enzima chave da glicélise. A PK
nao apresentou alteracao neste estudo, mostrando néo ser afetada pela OVX ou

pelo exercicio, porém nao podemos descartar que outras enzimas da glicélise
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nao estejam alteradas, necessitando de maior investigacdo. Além disso, estudo
realizado por Mackedanz et al., (2011) em estriado de ratas submetidas a OVX

também mostrou ndo haver alteracdo nessa enzima.

Com o objetivo de verificar como se comporta o funcionamento da cadeia
respiratdria em hipocampo de ratas submetidas a OVX e/ou exercicio, avaliamos
as atividades das seguintes enzimas: SDH, complexo Il e citocromo ¢ oxidase.
Os resultados mostraram que a OVX, bem como o exercicio fisico ndo alterou a
atividade das enzimas SDH e do complexo IlI, mas observou-se uma diminuicao
na atividade da citocromo ¢ oxidase, nos grupos OVX e OVX mais exercicio
guando comparado com o grupo sham. Dessa forma, observamos que o
protocolo de exercicio utilizado ndo foi capaz de reverter as alteracbes causadas
pela OVX sobre a atividade da citocromo ¢ oxidase em hipocampo. Estudo
anterior realizado por Mackedanz et al., (2011), em estriado de ratas adultas
submetidas a OVX, mostrou ndo haver alteracdo na atividade da citocromo ¢
oxidase, porém foi observado aumento na atividade da SDH e do CIl, mostrando

a presenca de um padréo diferente de alteracdo em cada estrutura estudada.

E sabido que a citocromo c oxidase atua como uma enzima chave na
regulacdo da atividade da cadeia respiratéria em células de mamiferos
(Huttemann et al., 2012; Pacelli et al., 2011). Estudos mostram diminuicdo da
sua atividade em hipocampo de ratas ovariectomizadas (Shi e Xu, 2008; Shi et
al., 2011), concordando com os achados do presente estudo. Em adigéo, foi
observado uma disfungdao no complexo IV durante o envelhecimento e em

doencas neuroldgicas (Navarro e Boveris, 2007).
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Sabe-se que durante a fosforilacdo oxidativa normal, as mitocondrias
produzem espécies reativas de oxigénio (Cecarini et al., 2007; Turrens, 2003),
devido a reducdo incompleta do oxigénio, (Cecarini et al., 2007; Sugioka et al.,
1988). Sendo assim, a mitocondria é considerada a principal fonte de espécies
reativas de oxigénio, porém, ela também sofre os efeitos do excesso dessa
producdo, ja que muitos componentes da bioenergética mitocondrial s&o
vulneraveis ao estresse oxidativo, tais como peroxidacdo lipidica das
membranas mitocondriais, danos a proteinas da cadeia respiratéria e aumento
do risco de comprometimento mitocondrial, 0 que pode levar a insuficiéncia
energética celular e/ou apoptose (Blass, 2001; Cadenas e Davies, 2000; Lin e
Beal, 2006; Rettberg et al., 2013). Portanto, a cadeia transportadora de elétrons
€ vulneravel a danos causados por radicais livres (Navarro e Boveris, 2007) e a
inibicho da atividade da citocromo c oxidase por estresse oxidativo ja foi

demonstrada (Musatov e Robinson, 2012; Sharpe e Cooper, 1998).

Dessa forma, a citocromo ¢ oxidase, bem como a CK, também sofre acéo de
radicais livres, a qual foi mostrado estar aumentado em ratas ovariectomizadas
(Behr et al., 2012; Kume-Kick et al., 1996; Martins et al., 2012; Monteiro et al.,
2005a). Assim, um ciclo vicioso pode ter sido instalado, onde a mitocéndria
danificada aumenta a producédo de espécies reativas, e a0 mesmo tempo sofre

danos pelo excesso dessa producdo (Romano et al., 2010).

Apbs verificar tais alteragBes na atividade de enzimas responséaveis pela
geracdo e homeostase de energia celular, foi avaliada a influéncia da OVX e/ou
do exercicio fisico sobre os niveis de ATP em hipocampo. Como esperado,

devido a diminuicdo na atividade da CK (fragBes citosolica e mitocondrial) e da



46

citocromo ¢ oxidase, bem como concordando com outros estudos (Shi e Xu,
2008; Shi et al., 2011; Xu et al., 2008), observamos uma diminui¢cdo nos niveis
de ATP em hipocampo nos grupos de ratas ovariectomizadas e OVX mais
exercicio quando comparado ao grupo sham e grupo exercicio. Neste caso, o
exercicio fisico também néo foi capaz de reverter os efeitos da OVX sobre esse
parametro energético. Ja foi descrito que os ratas ovariectomizadas apresentam
aumento na atividade da enzima Na*, K*-ATPase em hipocampo (Monteiro et al.,
2005a). Esta enzima tem papel fundamental no funcionamento do SNC e
alteracdes na sua atividade podem afetar diretamente a sinalizacdo de
neurotransmissores, a atividade neuronal, bem como o comportamento (Moseley
et al., 2007). Para desempenhar as suas funcdes, a Na*, K*- ATPase consome a
maior parte do ATP cerebral (Erecinska e Silver, 1994), dessa forma a ativacéo
dessa enzima pode estar contribuindo para o déficit de energia observado em
hipocampo de ratas OVX. O ATP é a forma de energia essencial necessaria
para a célula realizar suas diversas fungfes, assim, condi¢cdes que resultam na
reducdo do nivel energético parecem ameacar a homeostase e a integridade
celular (Klein e Ferrante, 2007). Portanto, estratégias terapéuticas que
mantenham os niveis de ATP e, consequentemente, melhoram a funcéo
mitocondrial podem ser de grande importancia para reduzir a perda e disfuncéo

neuronal (Owen e Sunram-Lea, 2011).

O mecanismo pelo qual pode ocorrer a neurodegeneragdo em mulheres na
pos-menopausa, bem como o mecanismo de protecdo da TRH ainda ndo estao
completamente esclarecidos. Pesquisas mostram que alteracées mitocondriais
podem estar associadas com a retirada ou privacdo de estroégenos, e alteragcdes

especificamente no metabolismo energético mitocondrial podem ser uma
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maneira de neurodegeneracdo causada por mecanismos subjacentes apés a

menopausa (Xu et al., 2008).

Alguns estudos demonstram que a realizacdo de atividade fisica regular
pode reduzir alguns dos sintomas da menopausa, melhorando o bem-estar e a
gualidade de vida em mulheres na pos-menopausa (de Azevedo Guimaraes e
Baptista, 2011; McAndrew et al., 2009; Shangold, 1990). Ensaios clinicos
randomizados com mulheres de meia-idade ou na idade da menopausa tém
mostrado uma melhora significativa em alguns sintomas desta condicéo, tanto
nos sintomas fisicos quanto psicossociais (de Azevedo Guimaraes e Baptista,

2011; McAndrew et al., 2009).

Nesse estudo, verificou-se que o protocolo de exercicio utilizado foi eficaz
apenas para a reversao parcial da atividade da CK na fracdo citosdlica, nao
exercendo efeitos sobre os outros parametros. A falta de efeito do exercicio
fisico sobre os parametros analisados neste estudo ndo é clara. No entanto,
embora tenha sido demonstrado anteriormente que o exercicio fisico reverte
déficits de memoria (Ben et al., 2010) e alteracdes nas atividades da Na' K'-
ATPase e da acetilcolinesterase (Ben et al., 2009), € possivel sugerir que o
tempo em que os animais foram submetidos ao protocolo de treinamento talvez
nao tenha sido suficiente para promover uma adaptacdo do sistema de energia,

uma vez que a atividade de CK citosolica foi parcialmente revertida.

Os resultados do presente estudo sugerem que a deficiéncia estrogénica
gue ocorre como consequéncia da OVX afeta os sistemas de geracdo e
homeostase energética em hipocampo de ratas Wistar fémeas adulta. Além

disso, a redugé@o nos niveis de ATP pode contribuir para a disfuncdo neuronal
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gue pode ser observada na menopausa. Nossos resultados ndo nos permitem
discutir sobre todos os mecanismos envolvidos nas alteraces sem que mais

estudos sejam realizados.
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6 CONCLUSOES

e A OVX em hipocampo de ratas Wistar adultas:
v" Nao altera a atividade da PK
v Inibe a atividade da CK, nas frag@es citosolica e mitocondrial
v" Nao altera a atividade da SDH e complexo I
v" Inibe a atividade da citocromo ¢ oxidase

v" Diminui os niveis de ATP

e O exercicio fisico em hipocampo de ratas Wistar adultas:

v' Reverteu parcialmente a inibicdo da creatina cinase fracdo

citosoélica.

v" Nao teve efeito sobre os outros parametros
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7 PERSPECTIVAS

v Verificar o imunocontetdo do BDNF e NGF;

v Avaliar a expressdo génica e protéica da citocromo c oxidase;
v Analisar parametros comportamentais;

v Avaliar a fung&do mitocondrial em estruturas cerebrais;

v Verificar o perfil de neuroinflamagao;

v Realizar um protocolo de exercicio fisico por um periodo maior, bem como

comparar com ratas submetidas ao exercicio voluntario;

v Investigar mecanismos que possam estar envolvidos nas alteragdes

apresentadas.
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