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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do treinamento fisico aerdbico (TF)
sobre a contratilidade e a funcdo bioenergética mitocondrial cardiaca em ratas
ovariectomizadas. Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus Norvegicus Albinus) Sham-
Ovx, com 10 semanas de idade e divididas aleatériamente em 4 grupos: Sham, Ovx,
ShamEx e OvxEx. O protocolo de treinamento de corrida em esteira foi realizado 5
vezes por semana, com duracdo de 60 min/dia, por um periodo de 10 semanas.
Quarenta e oito horas apdés a Ultima sessdo de treinamento, as ratas foram
anestesiadas e submetidas a avaliacdo dos seguintes parametros: analise “in vitro” da
mecanica miocardica; funcdo e morfologia mitocondrial cardiaca; avaliacdo do
transiente de Ca?* em cardiomiécitos isolados; producdo mitocondrial de anion
superoxido em cardiomidcitos isolados; expressao de proteinas no lisado cardiaco e
na mitocondria isolada. Os principais resultados mostraram que a Ovx induziu
hipertrofia e disfuncéo cardiaca, diminuindo a expressdo da SERCA2 e aumentando
a expressao protéica do fosfolambam. O TF restaurou a contratilidade miocardica, os
niveis de SERCA2, aumentou o transiente de célcio em ratas ovariectomizadas, mas
ndo alterou a expressao da proteina fosfolambam ou a hipertrofia cardiaca. Além
disso, a Ovx diminuiu a quantidade de mitocondrias intermiofibrilares e induziu
fragmentacdo mitocondrial que foi acompanhada por diminuicdo dos niveis de
mitofusina 1, PGC-1a, NRF-1, AMPK-a total e Tfam mitocondrial. O TF restaurou
todas essas alteracdes, exceto para o mfnl. Essas alteragdes foram acompanhadas
pelo aumento da probabilidade de abertura dos poros de permeabilidade mitocondrial
induzida por Ca?* em ambas as subpopulacdes. A Ovx também aumentou a
expressdo da proteina NOX-4 cardiaca, diminuiu a expressdo mitocondrial de Mn-
SOD, da enzima detoxificante, catalase, e aumentou a carbonilacdo de proteinas em
ambas as subpopulac¢des mitocondriais, que foram prevenidas pelo TF. Em conjunto,
nossos resultados mostraram que o treinamento fisico aerobico preveniu a disfungéo
contratil e o controle de qualidade mitocondrial cardiaca em ratas com privagao

hormonal.

Palavras chave: treinamento fisico, ovariectomia, mitocondrias intermiofibrilares e

subsarcolemais.



ABSTRACT

We previously demonstrated that the loss of female hormones induces cardiac and
mitochondrial dysfunction in the female heart. Here, we show the impact of endurance
training for twelve weeks, a nonpharmacological therapy against cardiovascular
disease caused by ovariectomy and its contribution to cardiac contractility,
mitochondrial quality control, bioenergetics and oxidative damage. We found that
ovariectomy induced cardiac hypertrophy and dysfunction by decreasing SERCA2 and
increasing phospholamban protein expression. Endurance training restored
myocardial contractility, SERCAZ2 levels, increased calcium transient in ovariectomized
rats but did not change phospholamban protein expression or cardiac hypertrophy.
Additionally, ovariectomy decreased the amount of intermyofibrillar mitochondria and
induced mitochondrial fragmentation that were accompanied by decreased levels of
mitofusin 1, PGC-1a, NRF-1, total AMPK-a and mitochondrial Tfam. Endurance
training prevented all these features except for mitofusin 1. Ovariectomy reduced O2
consumption, elevated O2" release and increased Ca?*-induced mitochondrial
permeability transition pore opening in both mitochondrial subpopulations.
Ovariectomy also increased NOX-4 protein expression in the heart, reduced
mitochondrial Mn-SOD, catalase protein expression and increased protein
carbonylation in both mitochondrial subpopulations, which were prevented by
endurance training. Taken together, our findings show that endurance training
prevented cardiac contractile dysfunction and mitochondrial quality control in

ovariectomized rats.

Keywords: exercise training, ovariectomy, intermyofibrillar and subsarcolemmal

mitochondria.
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1. INTRODUCAO

1.1 Horménios sexuais femininos e doencas cardiovasculares

A menopausa corresponde ao periodo fisioldgico onde se tem a senescéncia
reprodutiva feminina caracterizada pela reducdo dos foliculos ovarianos ou pela
remocao cirdrgica dos ovarios (ooforiectomia) e suspensdo da menstruacao
reconhecida retrospectivamente ap6s um ano de amenorréia, sem outra causa
patolégica ou psicoldgica [1-3]. A "perimenopausa” ou “climatério” é o periodo em que
surgem as irregularidades menstruais e queixas vasomotoras, que antecedem a
menopausa e vao até o primeiro ano seguinte a ela. O termo "transicdo menopausica"
equivale na pratica a perimenopausa [4]. A idade de ocorréncia natural da menopausa
é, normalmente, a partir dos 50 anos de idade [5]. E acompanhada de importantes
alteracdes fisiologicas, sobretudo hormonais, incluindo o aumento na producdo do
horménio foliculo estimulante pela hipoéfise, reducao hepatica da globulina ligadora de
horménios sexuais, perda da producdo de hormdnios ovarianos como estradiol, bem
como reducao da circulacdo de andrégenos [6].

Os principais hormbnios sexuais femininos séo a progesterona e o estrogénio,
produzidos principalmente pelos ovarios durante a vida reprodutiva. A progesterona
(P4) € um homobnio esteroide, lipossoltvel e derivado do colesterol. A partir do
colesterol circulante, a P4 é sintetizada no ovario pelo corpo lateo, placenta e cortex
da glandula adrenal. Além dos efeitos hormonais, ela atua como precursora dos
estrogénios, androgénios e esteroides do cortex da glandula adrenal. A P4 esta
associada com o processo da ovulacdo e o estabelecimento e manutencdo da
prenhez. Atua com frequéncia em sinergismo com o estrégeno e exerce varias

funcdes no crescimento das glandulas endometriais e lobuloalveolar da glandula
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mamadaria, na atividade secretora do oviduto e das glandulas endometriais para
fornecimento de nutrientes para o desenvolvimento do zigoto antes da sua
implantag&o, na inibicdo da contragdo uterina durante a gestacéo e na regulacao da
secrecdo de gonadotrofinas [7]. Por sua vez, o estrogénio € um termo usado para um
grupo de hormdnios esteroides com 18 carbonos, que séao secretados principalmente
pelo ovario e, em menor quantidade, pelas adrenais. O estrogénio engloba trés
hormonios esteroides estruturalmente semelhantes: 173-estradiol (E2), estrona (E1)
e estriol (E3). Desses, o 17B-estradiol é o principal esteroide em humanos que possui
propriedades estrogénicas [8]. Assim, a diminui¢cao das concentracdes de estrégenos,
principalmente o E2, que é a forma mais predominante durante a fase reprodutiva,
esta associada a uma grande variedade de efeitos adversos a saude.

O E2 é uma molécula de sinalizagdo sistémica que utiliza um conjunto de
receptores e vias de sinalizagdo para ativar e regular respostas moleculares e
gendmicas necessarias para a fungao de determinados orgaos. Em humanos, o E2 é
produzido pelos ovarios e glandulas adrenais e, na circulagédo, atua na maior parte
dos orgaos e tecidos, incluindo cérebro, sistema cardiovascular (coragdo e vasos
sanguineos) [9], imunoldgico, reprodutivo, muscular e ésseo [10]. Os receptores de
estrogenos podem ser receptores nucleares (ERs) ou de membranas (mERS).
Existem duas isoformas classicas de ERs, o ERa e ER, que diferem em funcgao e
localizacdo [11]. Além dos receptores estrogénicos que medeiam as agoes classicas,
ou seja, a ligagao do estrogénio aos receptores intracelulares alfa (ERa) e beta (ERB),
um terceiro receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER) tem sido apontado
como um dos responsaveis pela via de sinalizagao intracelular que medeia efeitos
agudos (extra nucleares) do estrogénio. Este receptor pertence a familia dos

receptores acoplados a proteina G [12]. A sinalizagao classica do E2 ocorre resultante
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da translocacdo do ER para o nucleo, onde se liga ao elemento de resposta do
estrogeno para regular a expressdo génica. Trabalhos recentes estabelecem a
presenga de receptores de estrogeno na mitocdndria, sendo o mais abundante o ER3
[13-15].

A deplecéo dos hormdnios esterbides sexuais € uma consequéncia fisiologica
do envelhecimento, podendo potencializar o aumento da vulnerabilidade a doencas
em tecidos horménio-responsivos como o cérebro, musculo, 0ssos e sistema
cardiovascular [5, 9]. Os desfechos mais comumente observados no periodo pés
menopausa sao, osteoporose, cancer de mama e doencas cerebrovasculares,
estando associados a altos indices de morbidade e mortalidade nesta populacéo [16,
17]. Além das alteracdes na funcdo metabdlica como reducgéo da tolerancia a glicose
e alteracdo no perfil lipidico, bem como nas doencas cardiovasculares, como aumento
da presséao arterial, disfung&o endotelial e inflamacéo vascular [9, 18].

As doencas cardiovasculares (DCV) constituem-se entre as principais causas
de morte independente do sexo, e representam aproximadamente 17,3 milhdes de
mortes por ano em todo mundo. Estima-se que este nimero aumente para além de
23,6 milhdes no ano de 2030 [19]. Entre as mulheres, as DCVs sdo as principais
responsaveis pelas mortes deste grupo, sobretudo naquelas acima de 50 anos de
idade [5]. Dados epidemiolégicos mostram que as mortes por DCV, principalmente
apos o climatério, assumem indices em torno de 53% excedendo, inclusive, aquelas
causadas por todos os tipos de cancer [20].

A expectativa média de vida das mulheres é relativamente maior quando
comparada a média masculina [21] e o risco de desenvolvimento de DCV aumenta
simultaneamente ao avanco da idade no periodo pés-menopausa, quando comparado

ao periodo pré-menopausa [22], cuja incidéncia de DCV é menor, exibindo assim, uma
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cardioprote¢cdo quando comparado aos homens de mesma idade. Contudo, esta
protecdo € gradualmente perdida ap6s a menopausa, igualando ou inclusive
excedendo 0s riscos observados nos homens [21, 23]. Acredita-se que essa diferenca
entre os periodos pré e pés-menopausa esteja associado principalmente aos efeitos

cardioprotetores do estrogénio (Figura 1).

Receplor
Protege contra lesdes teciduais
Inibe a proliferacao das CMLV
Inibe 0 aumento da GPER
espessura média dos vasos \ Modula o tonus vascular
) imula 0 sintese de NO endotelal
Auxila no controle da pressao arterial
Atenua o remodelamento e disfunclo cardiaca
Receptor /
Inibe a fibrose cardiaca K Disfuncdo endotelial
Inibe a hipertrofia cardiaca patologica 5O Aumento da rigidez e fibrose
Aumenta a transcrigdo mitocondrial = " ¢ Inflamagdo e estresse oxidativo
Estrogénio Idade e menopausa

Figura 1: Efeitos cardioprotetores do estrogénio mediante a ativacdo de seus receptores.
GPER, Receptor de estrogénio acoplado a protéina G. CMLV, Células do Mdsculo Liso
Vascular. NO, Oxido Nitrico.

Dentre todos os eventos envolvidos no desenvolvimento das DCVs, o infarto
do miocérdio (IM) & o desfecho clinico mais prevalente no mundo, levando a altas
taxas de morbidade e mortalidade. Segundo a American Heart Association (2015), o
namero de mulheres americanas diagnosticadas com IM ou doenca arterial
coronariana fatal € de 35 por 1000, entre as mulheres com idade na faixa etaria de 45
a 54 anos; 60 por 1000 entre as com idade de 55 a 64 anos; e 70 por 1000, na idade
de 65 a 74 anos, indicando que a prevaléncia de IM aumenta a partir da idade de inicio
da transicdo para o periodo da menopausa, e cresce consideravelmente nos anos

subsequentes. No Brasil, segundo Guimaraes, Avezum, Piegas (2006) entre 0os anos
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de 1996 e 2003, 532.923 mortes associadas ao IM e, um aumento consideravel de
61% no numero de internacdes foram notificadas. Tem sido demonstrado que, de
forma geral, as mulheres sofrem o primeiro IM cerca de 6-10 anos mais tarde
comparado ao homem, atribuindo-se esta diferenca aos efeitos protetores do
estrogénio, exercendo um potencial beneficio na progressao da doenca cardiaca [24,
25], contribuindo, reconhecidamente, para melhora de fatores ligados a um melhor
perfil aterogénico, como a reducdo de lipideos circulantes, de moléculas pro-
inflamatoérias, aumento da producdo endotelial de 6xido nitrico, além de efeitos
antioxidantes [26].

Foi evidenciado que mulheres que sdo submetidas a cirurgia de histerectomia
ou a ooforiectomia bilateral antes da menopausa, estao sujeitas a um risco excessivo
para o acometimento pelo IM [27]. Além disso, mulheres que séo afetadas por doenca
cardiaca isquémica apdés a menopausa, geralmente exibem um progndstico piorado
guando comparadas aos homens [25].

Resultados de estudos experimentais de nosso grupo de pesquisa, indicam que
a deficiéncia estrogénica esta fortemente associada a reducao da forca contratil, com
agravos ao mecanismo acoplamento-excitacdo-contracdo [28, 29]. Dessa forma, foi
demonstrado em experimentos com musculo papilar isolado em ratas submetidas a
cirurgia de ovariectomia, redugéo da forca contratil apos estimulagdo com calcio e com
agonista - adrenérgico (isoproterenol), sendo esses efeitos dependentes da ativacao
do receptor AT-1 (AT-1R) [28, 30]. O sistema renina angiotensina (SRA) desempenha
um papel importante sobre a regulacdo cardiovascular, principalmente através da
Ang-1l [31]. Dessa forma, além dos efeitos sobre a fungdo contratil, a Ang-Il também
esta associada ao aumento na produgdo das EROs, com aumento na atividade e

expressdo da NADPH oxidase e a alteragbes na expressdo das proteinas
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responsaveis pela cinética de célcio [31, 32], como diminuicdo da expressao proteica
e da funcdo da SERCAZ2, diminuindo a ativagcédo da responsividade do miofilamento ao
Ca?* e aumentando a expresséao do fosfolambam [29, 33, 34]. Paigel et al.(2011) [29],
demonstraram que esses efeitos sdo tempo-dependentes, ou seja, ocorrem em
funcdo do tempo em que os animais ficam privados da exposicdo ao E2, sendo a
disfuncéo contratil observada com cerca de 60 dias ap6s a ovariectomia, é restaurada
com a reposicao de E2. Turdi et al. (2015) [35], em estudo semelhante, observaram
em cardiomidcitos isolados de camundongos que a deficiéncia de E2 reduz o pico e a
velocidade de encurtamento e relaxamento das células cardiacas, efeitos que foram
atenuados pela terapia com E2 mediante a ativacdo da proteina quinase dependente
de AMP (AMPK).

Portanto, de acordo com os resultados dos estudos expostos acima, podemos
verificar que a deficiéncia de E2 é um fator de grande importancia para a reducéo da
funcao contratil das células cardiacas, e que explica, parcialmente, o aumento do risco
cardiovascular com a auséncia dos horménios ovarianos.

No intuito de compreender os mecanismos envolvidos nas alteracdes
fisiol6égicas associadas a privacdo dos homonios sexuais femininos e estabelecer
estratégias ndo farmacologicas para prevenir/atenuar essas alteracdes, utiliza-se
experimentalmente a remocdo bilateral do ovarios por uma técnica chamada
ovariectomia (Ovx) [36]. Esta técnica permite estudar os efeitos da reducdo dos
estrogenos e possiveis intervengbes sobre os varios tecidos, como muscular
esquelético, cardiaco e renal. J4 estd bem estabelecido que a Ovx em roedores
produz aumento da massa corporal total, alteracbes na composi¢cdo corporal e no

perfil lipidico, maior deposi¢cdo de gordura em diversos tecidos (musculo, figado,



28

coracao), reducdo da musculatura esquelética (sarcopenia) e da massa mineral 6ssea
(osteopenia), e aumento de marcadores inflamatérios [37, 38].

Nesse contexto, podemos destacar que um nuamero substancial de vias de
sinalizacao é regulado pelo estrogénio com acao sobre a fungdo mitocondrial [39]. As
mitocondrias, por sua vez, desempenham um papel central na integracdo de uma
gama de ac¢bes de sinalizacdo celular, como modula¢do do suprimento energético,
sinalizacdo das espécies reativas de oxigénio e das vias intrinsecas de apoptose [40].
As alteragbes na biogénese e fungcéo mitocondrial podem constituir-se um foco central
no desenvolvimento das DVCs, associadas ao processo de envelhecimento fisioldgico
celular, como a menopausa [41, 42]. Assim, falhas no metabolismo mitocondrial
podem estar associadas a disfuncdo e morte celular por causas diversas, incluindo
doencas cardiovasculares, cerebrovasculares e neurodegenerativas [43].

No estudo de Colom et al. (2007) [44], os autores observaram que as
mitocdndrias do musculo cardiaco de fémeas apresentavam diferencas funcionais em
relacdo aos machos, fato que esta ligado a uma cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial mais eficiente e a uma menor geracao de peréxido de hidrogénio (H202).
O comprometimento da funcédo mitocondrial induzido pela ovariectomia levou a uma
maior producao de H202, que, juntamente com a aumento da atividade da enzima
antioxidante superoxido dismutase (SOD), poderia contribuir para o aumento do dano
oxidativo protéico observado em animais Ovx. Além disso, este grupo apresentou
maior producdo de EROs por moles de O2 consumido, sugerindo uma diminuigéo na
eficiéncia da CTE. Estes resultados apontam para a ideia de que a privacdo dos
horménios ovarianos aumenta o estresse oxidativo cardiaco devido a um desequilibrio
das defesas antioxidantes, que ndo conseguem contrabalancear a maior producéo de

EROs [44].
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1.2 Mitocéndria e disfuncédo contratil cardiaca

A mitocéndria é uma organela de membrana dupla, uma externa e outra interna,
um estreito espaco intermembranar e uma ampla matriz (Figura 2). Devido a sua
localizagcdo nos musculos, as mitocéndrias sdo classificadas em 3 subpopulagfes
(Figura 3). A subpopulagéo intermiofibrilar (IFM), firmemente inserida entre
miofilamentos, presente em toda extensédo dos sarcdémeros entre as linhas Z e entre
as juncdes do reticulo sarcoplasmatico. Sao organizadas longitudinalmente com forma
alongada e tamanho entre 1,5 a 2 ym. A subpopulacdo subsarcolemal (SSM),
facilmente identificada nas fibras musculares localizada logo abaixo do sarcolema e
de até 4 ym de tamanho. Se organiza aleatoriamente e apresenta forma oval, esférica
e poligonal. O terceiro tipo de subpopulacdo, a perinuclear (PNMs), apresenta

tamanho menor e forma arredondada em relagéo a IFM) [45-47].
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Figura 2. Desenho esquematico da mitocondria.
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Figura 3. Subpopulagdes de mitocondrias em cardiomécitos ventriculares de ratos. Microfotografia
eletrbnica; Secao ultradelgada longitudinal, fixagdo convencional. Sec¢éo ultrafina longitudinal. (A)
Mitocondrias perinucleares (PNM) e intermiofibrilares (IMFM). (B) Mitocondrias intermiofibrilares (C)

mitocdndrias subsarcolemal (SSMs) (LUKYANEKO, CHIKANDO E LEDERER, 2009) [47].

Um estudo relativamente recente, ao investigar as diferencas moleculares de
mitocéndrias SSM e IFM isoladas de coracfes de animais sedentarios, por meio de
ensaio proteémico, mostrou que ha aproximadamente 12 proteinas diferencialmente
expressas entre essas subpopulacdes. Nesse sentido, trés proteinas envolvidas na
cadeia respiratéria mitocondrial foram encontradas em menor abundancia nas
mitocéndrias SSM em comparacéao as IFM [48], o que é consistente com a observacao
de que as mitocondrias SSM exibem taxas mais baixas de fosforilacdo oxidativa em

comparacao com as mitocondrias do IFM [45, 49].
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A principal fungé@o bioquimica da mitocéndria é a produgéo de energia para a
contracdo celular na forma de ATP, através do processo da fosforilagdo oxidativa,
sendo auxiliado pelo Ciclo de Krebs e pelo processo de beta-oxidacao [50], além de
seu envolvimento na ativagdo de vias de sinalizacao pro-apoptoticas [51]. Além destes
achados, novos estudos foram conduzidos a fim de se caracterizar a dinamica
mitocondrial, identificando mudancas ndo s6 na morfologia quanto no rearranjo
estrutural frente a diferentes estimulosindicando o envolvimento de genes
relacionados a esta plasticidade mitocondrial [52, 53].

Estes estudos foram pioneiros ao evidenciar a importancia desta plasticidade
na dindmica mitocondrial, caracterizada pela movimentacéo intracelular e regulacéao
de sua arquitetura e, na manutencdo da funcéo celular [54]. O envolvimento da
dindmica mitocondrial com diferentes processos fisioldgicos como metabolismo
oxidativo, apoptose, autofagia e ciclo celular [55, 56] ocorre em resposta a sinais intra
ou extracelulares; as oscilacbes nas demandas metabdlicas, que acabam por
modificar a forma, o niUmero e a distribuicdo da organela para que esta se adapte as
necessidades funcionais e energéticas da célula; e as necessidades de manutencgao
e eliminacdo do material genético mitocondrial e degradacao da organela [52, 57].

A dindmica mitocondrial é diretamente mediada pelos processos de fusdo e
fissdo mitocondriais (Figura 4). A fusdo mitocondrial caracteriza-se pela unido de duas
ou mais mitocéndrias, permitindo a troca de DNA e proteinas mitocondriais, com a
finalidade de reparar a fungcdo mitocondrial ao promover a dispersdo das mutagoes e
enzimas senescentes por toda a rede [55]. E regulada pela acdo de duas classes de
GTPases: mitofusinas 1 e 2 (Mfnl e Mfn2) e optical atrophy 1 (OPAL). Estas proteinas
sdo ativadas pela hidrélise de GTP (guanosina trifosfato). No processo de fuséo, as

membranas, externa e interna, se fundem em eventos separados. As mitofusinas,
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ancoradas na membrana externa da mitocondria, sdo responsaveis pela fusdo das
mesmas, enquanto que a OPAL, presente na membrana interna atua fundindo as
membranas internas das duas organelas [55]. Entretanto, 0 mecanismo e os fatores
que sinalizam uma regido especifica da organela para que se inicie todo esse
processo ainda ndo esta bem esclarecido (Figura 4).

Diferente da fusdo mitocondrial, o processo de fissdo, caracteriza-se pela
divisdo de uma mitocdndria em duas ou mais novas organelas. Esta acao, restaura a
morfologia da organela e contribui para a manutencéo da viabilidade celular [55]. Este
processo facilita o transporte da organela dentro da célula, para regibes com maior
demanda energética ou, para o direcionamento para a degradacao lisossomal, por
exemplo [58, 59] (Figura 4). As principais proteinas que participam do processo de
fissdo mitocondrial sédo: dynamin-related protein 1 (Drp1l) e fission 1 homologue protein
(Fisl). A Drpl esté localizada principalmente no citosol e atua sob a hidrélise de GTP.
Durante o processo de fisséo, a Drp1 transloca-se do citosol para a membrana externa
da mitocéndria e liga-se a proteina Fisl. Este processo parece ser responsavel pela
fissdo da membrana externa mitocondrial [60], a0 passo que 0S mecanismos que
atuam na fissdo da membrana interna ainda ndo foram totalmente elucidados (Figura

4).
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Figura 4. Processos de Fuséo e Fissdo Mitocondriais. Drpl — dynamin-related protein 1; Fis1 — fission
1 homologue protein; Mfnl—-mitofusina 1; Mfn2 — mitofusina 2 e OPA1 — optical atrophy 1 (Adaptado

de LIESA, PALACIN E ZORZANO, 2009) [55].

Além do papel central da mitocondria como a principal fonte de producédo de
energia por meio da respiracd0o nos seres eucariotos, esta organela tem um papel-
chave na sinalizagcdo celular e na regulacdo direta de processos como apoptose,
diferenciacéo, crescimento e proliferacéo celular.

As mitocondrias ocupam cerca de 30% do volume total e o metabolismo
mitocondrial € a principal fonte de energia no cardiomiécito adulto [61-63].
Aproximadamente 95% da formacdo de ATP mitocondrial cardiaco é oriundo da
fosforilacdo oxidativa de acidos graxos, ficando o 5% restantes derivados da glicolise
e no GTP formado no ciclo do 4cido citrico. O coracdo tem uma concentragédo de ATP
relativamente baixa (em torno de 1mM) e uma alta taxa de hidrélise de ATP, portanto,

em condi¢es normais, o pool de ATP no miocéardio se renova a cada 10 segundos,

aproximadamente. Além disso, cerca de 60-70% da hidrélise de ATP é utilizada na
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maquinaria contratil e os restantes 30-40% s&o usados principalmente pelo reticulo
sarcoplasmatico Ca?*-ATPase e outras bombas de ions. No coracéo saudavel, a taxa
de fosforilag&o oxidativa é exclusivamente ligada a taxa de hidrolise de ATP, de modo
que o contetdo de ATP permanece constante mesmo com grandes aumentos na
demanda cardiaca [64].

Dentre as fun¢des metabdlicas que ocorrem na matriz mitocondrial se destaca
a sintese de ATP por meio do acoplamento da fosforilacdo oxidativa com a cadeia de
transporte de elétrons e o ciclo de Krebs, sistema de enzimas responséavel pela
oxidacao de carboidratos, gorduras e outros substratos que gera energia armazenada
na forma de elétrons provenientes da dissociacdo dos atomos de hidrogénio em
prétons e elétrons, que foram transferidos para o O: através de uma série de
complexos proteicos (complexos I, I, Ill, IV — citocromo c oxidase e V — ATP sintase).
O gradiente eletroquimico de prétons gerado durante o transporte de elétrons é
utilizado para impulsionar a conversédo de ADP (adenosina difosfato) + Pi (fosfato
inorganico) em ATP, por meio do complexo ATP sintase [50] (Figura 5). Cabe destacar
gue o piruvato (produto da glicolise), glutamato, malato e palmitoil-carnitina, séo
degradados no ciclo de Krebs para reducdo do NAD* em NADH (nicotinamida adenina
nucleotideo reduzida) e o succinato que reduz o FAD em FADH2. Além disso, a
oxidacdo de &cidos graxos contribui para alimentar o ciclo de Krebs e a cadeia
respiratéria por meio da acetil-CoA e através da formagdo do NADH e FADH:2 [65]
(Figura 5).

De forma simplificada, durante o Ciclo de Krebs, os elétrons sdo doados para
carreadores especificos, NAD* (nicotinamida adenina nucleotideo) e FAD (flavina
adenina dinucleotideo), formando NADH e FADH2, respectivamente. Os elétrons

provenientes de NADH sao transferidos para o complexo I, que na sequéncia é
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oxidado, promovendo a redugdo da coenzima Q. J& os elétrons de FADH2 sé&o
transferidos via complexo Il direto para a coenzima Q reduzida. Os elétrons da
coenzima Q sé&o transferidos para o complexo Il que reduz o citocromo ¢, uma
proteina periférica de membrana. Finalmente, o citocromo c reduz o complexo IV que
ir transferir elétrons para o Oz, aceptor final da CTE. A passagem de elétrons por
estes carreadores acompanha uma liberacdo de protons para 0 espaco
intermembranas da mitocondria, gerando um gradiente eletroquimico que favorece a
reentrada de prétons por meio da ATP sintase, esta por sua vez utiliza a energia
proton-motriz para fosforilar ADP, gerando ATP. A forgca préton-motriz € também
utilizada para o transporte de ions fosfato para o interior da organela, além da troca
de ATP intramitocondrial por ADP extramitocondrial [50]. Acredita-se que as duas
subpopulac¢des mitocondriais, IFM e SSM, geram ATP para diferentes funcdes. Pela
intima localizacdo com o sarcolema entende-se que a SSM gera ATP para o
transporte ativo da membrana e a IFM para a contracdo das miofibrilas, visto que estas
se localizam entre as miofibrilas [46].

Os elétrons transportados pela CTE nem sempre chegam ao seu aceptor final,
0 O2 complexado a citocromo ¢ oxidase (complexo IV). Em determinadas situacdes
que provoquem aumento no consumo de O2z e/ou no fluxo de elétrons pela CTE [66],
e/ou no potencial de membrana interna mitocondrial [67] geram extravasamento de
elétrons entre os complexos | e Ill. Neste processo, ocorre a formacdo de EROs, pois
ao invés dos elétrons serem doados para o proximo componente da cadeia e chegar
ao seu aceptor final, sdo doados para 0 Oz, formando o anion superoxido (O27), um
radical livre capaz de causar dano oxidativo em diversos componentes mitocondriais

e celulares. Como bem conhecido, tal regulacéo esté intimamente relacionada ao fato
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da mitocondria ser a maior fonte intracelular de EROs, geradas em sua maioria pelos

complexos | e lll da CTE (Figura 5).
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Figura 5. Esquema ilustrativo da organizacéo e funcionamento da cadeia transportadora de elétrons

mitocondrial. Complexos |, Il, lll, IV — citocromo ¢ oxidase e V — ATP sintase; e -elétrons; H* - ions

hidrogénio; NADH — nicotinamida adenina nucleotideo reduzida; Q — coenzima Q; Cit ¢ — citocromo ¢

(Adaptado de Tahara et al., 2009).

A producdo exacerbada de EROs, bem como sua alta toxicidade, podem

inativar diretamente proteinas mitocondriais ou contribuir para a oxidagao de lipideos

e carboidratos, gerando uma disfuncdo mitocondrial [68]. Esta disfuncéo é atenuada

devido a presenca de defesas antioxidantes na matriz mitocondrial [69]. Vale salientar

que, niveis moderados de EROs sdo determinantes para o funcionamento celular

adequado, visto que atuam como segundos-mensageiros em diversos processos

celulares [70].

Sdo varias as vias formadoras de EROs no sistema cardiovascular,

destacando-se entre elas o sistema da NADPH oxidase, que € estabelecida como a

principal fonte de superoxido no coracéo [71], e que esta envolvida com o aumento do

estresse oxidativo em diversas doencas cardiovasculares, incluindo o IM e

a

insuficiéncia cardiaca [72, 73]. Em estudo recente, Claudio et al. (2017) [73],
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observaram um aumento significativo do estresse oxidativo no coragdo de animais
submetidos a Ovx.

Além de participar dos processos de producdo de energia e de EROs, a
mitocondria esta intimamente relacionada aos eventos de envelhecimento e morte
celular. O controle da homeostase do Ca?" cardiaco, por exemplo, se da
principalmente, pela acdo conjunta dessa organela e do RS. A proximidade entre
estas estruturas facilita a troca do Ca?* e permite a manutencéo dos niveis fisiolégicos
do ion, contribuindo diretamente para a contracédo cardiaca. Em condi¢cdes normais, a
forca eletroquimica decorrente do potencial de membrana interna mitocondrial permite
a entrada de Ca?* através de transportadores/trocadores especificos, e o balanco
influxo/efluxo do ion é mantido [74]. Entretanto, elevagdes nas concentracées de Ca?*,
causam modificagdes no interior da organela e resultam na diminuicdo do potencial
de membrana mitocondrial, na formacdo e ativacdo dos poros de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (PTPM), levando a ruptura da organela [75], culminando
na liberacéo de importantes proteinas pro apoptéticas para o citosol, como o citocromo
c [76]. Em algumas DCVs, esse desajuste funcional contribui para a progressao da
doenca, estando diretamente relacionada a morte celular [77, 78].

Estudos clinicos e experimentais tem demonstrado que na DCV ocorre
diminuicdo na eficiéncia respiratdria mitocondrial cardiaca, com reducado na atividade
dos complexos da CTE, fator determinante para o prejuizo na transferéncia de energia
para a contracao cardiaca e consequente progressao da disfungéo ventricular [79, 80].
No entanto, a eficiéncia da fosforilagdo oxidativa mitocondrial ndo depende, apenas,
da atividade individual dos complexos respiratérios, mas também do ajuste entre os
componentes da CTE, gerando unidades funcionais. Desajustes dessas unidades,

assim como mudangas na biogénese/morfologia mitocondrial e um remodelamento
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metabdlico da organela que acompanha o desenvolvimento da disfuncéo cardiaca,
podem exercer um importante papel fisiopatolégico nas DCVs [81, 82].

Quando a disfuncdo da cadeia respiratoria gera deficiéncia de ATP, isto pode
estimular a biogénese mitocondrial através da ativagdo destes genes nucleares de
replicagéo e transcrigdo mitocondriais na tentativa de balancear falhas na fosforilagéo
oxidativa. A biogénese mitocondrial ocorre através da ativagdo do coativador 1a do
receptor gama ativado pelo proliferador de peroxisoma, o PGC-1a. O PGC-1a é uma
proteina reguladora de uma variedade de processos metabdlicos, incluindo a
formacao de novas mitocéndrias nos musculos esqueléticos e no cora¢édo, bem como
no controle da B-oxidacdo mitocondrial [83, 84], e também controla a resposta celular
ao estresse oxidativo [85]. Na biogénese mitocondrial, 0 PGC-1a interage com fatores
respiratérios nucleares (NRF-1 e NRF-2), os quais sao conhecidos reguladores do
processo de transcricao e replicagcdo mitocondrial. Com maior importancia, o NRF-1
gue ativa, entre outras enzimas, o fator de transcricdo mitocondrial A (Tfam), que é
um potente estimulador da duplicacdo do DNA mitocondrial. A ativacdo de Tfam
também foi descrita através da fosforilacdo de NRF-1, levando a um aumento no
conteudo de DNA mitocondrial (DNAmt) [86, 87].

O trabalho de Choi et al. (2001) [88] mostra que 0s niveis de Tfam sao
proporcionais ao do DNAmt. Estudos com células HeLa mostram que reducdo na
expressdo do Tfam esta associada a diminuicdo da replicagdo do DNA mitocondrial.
Portanto, o aumento na expressao do Tfam preveniria desordens relacionadas a
reducdo da expressdo proteica desse fator, além de resultar em aumento na
biogénese mitocondrial [89]. Todas as proteinas que regulam a transcricdo e
replicagdo do DNA mitocondrial sdo codificadoras nucleares e requerem entrada na

organela. Provavelmente a mais importante dessas proteinas a serem transportadas
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€ o Tfam. A entrada das proteinas para a mitocéndria € um processo complexo que
envolve transportadores de proteinas que ficam em compartimentos submitocondriais.
Na matriz mitocondrial, o Tfam leva a um aumento no ndmero de copias do DNA
presente na célula e a replicacdo da mitocéndria [87, 90]. A figura 6 mostra de forma

esquematica a via simplificada da biogénese mitocondrial.

Mitocdndria

Figura 6. Cascata de transcricdo da biogénese mitocondrial. O co-ativador gama de receptor
ativado por proliferador de peroxissoma (PGC-1) ativa a transcricdo e a atividade transcricional
dos fatores respiratérios nucleares (NRFs). Os NRF ativam a transcricdo do fator de transcricdo
mitocondrial A (Tfam) e os genes que codificam as proteinas da cadeia respiratéria de elétrons
(CTE) e do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA), levando a ativagdo de sistemas dos genomas

nucleares e mitocondriais. Tfam ativa a transcri¢cdo e replicacdo do DNA mitocondrial (DNAmt)

O processo de biogénese mitocondrial refere-se ndo apenas a formacao de
novas mitocondrias, mas também ao processo de aumento da organela e da
expresséo de enzimas relacionadas a sua funcéo. E um processo complexo, uma vez
gue a mitocondria € derivada de genomas nucleares e mitocondriais [90]. Diferentes
estimulos, como a ativacdo simpatica, o exercicio fisico, a queda da temperatura

corporal, as espécies reativas de oxigénio, dentre outros, podem ativar a biogénese
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mitocondrial [70, 90, 92, 93]. Nos ultimos anos, intervencdes ndo farmacoldgicas que
modulam o turnover mitocondrial, como o exercicio fisico, vem sendo estudadas como
um meio para melhorar o controle de qualidade mitocondrial, reverter a disfungcao

cardiovascular e aumentar a longevidade [59, 94].

1.3 Adaptagdes promovidas pelo exercicio fisico sobre a funcdo contratil e
bioenergética cardiaca

Em contrapartida a toda essa cascata de eventos que tanto predispde ao risco
para DCV, a partir da década de 1970 o efeito do exercicio fisico (EF) nas DCVs
comecou a despertar interesse. Dentre os principais beneficios do EF, destacam-se:
reducdo da hiperatividade nervosa simpatica, melhora na fungéo ventricular esquerda,
remodelamento cardiaco, aumento na tolerancia aos esforgos fisicos e melhora no
metabolismo muscular esquelético [95-97]; além das diversas adaptacbes
bioquimicas e moleculares no musculo cardiaco [48, 98]. Nesse sentido, a mortalidade
por todas as causas sao atrasadas pela mudanca de um estilo de vida sedentario, ou
insuficientemente ativos, para aquele que atinge os niveis minimos de recomendacao,
reduzindo o risco de desenvolvimento de doenca arterial coronariana, acidente
vascular encefalico, diabetes do tipo 2, além de algumas formas de cancer, como o
de colon e o de mama [99]. Assim, a aquisicdo de um estilo de vida saudavel passa a
ser considerada como elemento chave nas estratégias de prevencdo priméria e
secundéria a saude.

Campbell et al. (2010) [100], avaliaram os efeitos de um programa de
treinamento fisico aerdbico (TF) de um ano em 173 mulheres sedentarias com
sobrepeso e obesidade, no periodo pés-menopausa; e verificaram uma reducéo de

um biomarcador de peroxidacdo lipidica (F2-isoprostanos), associados a ganhos
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marcantes na capacidade fisica aerébica, mesmo com mudang¢as minimas sobre a
composicdo corporal. Pialoux et al. (2009) [101] demonstraram que, apds a
menopausa, 0 nivel de condicionamento fisico e atividade fisica regular s&o
importantes ferramentas contra o estresse oxidativo, mantendo a eficiéncia de
enzimas antioxidantes no plasma.

Estudos tém mostrado evidéncias de que efeitos benéficos do TF na dindmica
do Ca?* dos cardiomiécitos estdo associados a alteracGes na duracéo do potencial de
acdo e reducao na producdo de EROs [102, 103]. Além disso, é possivel que o efeito
cardioprotetor do exercicio fisico ocorra em resposta a adaptacées no metabolismo
energético miocardico. E bem aceito que o treinamento fisico aumente as taxas
cardiacas de oxidacdo de acidos graxos, especialmente através do aumento da
atividade miocéardica da carnitina palmitoil transferase (CPT-1) [104, 105]. Esta
adaptacao impede o acumulo de &cidos graxos nas células cardiacas limitando seus
efeitos citotoxicos, como o aumento da producdo de EROs, melhorando a funcao
cardiaca [104, 105].

Durante e ap6s o TF, varios mecanismos estao ativados em diferentes érgaos
e sistemas na tentativa de promover a manutencao/restauracdo da homeostase
celular. Modifica¢des na concentragao intracelular de ATP, redugdes no estoque de
glicogénio, mudancas na temperatura e pH, perda da homeostase do Ca?" e
desacoplamento na respiracdo mitocondrial desencadeiam a formacdo de EROs
[106]. O metabolismo cardiaco aumenta significativamente quando comparado a
condigéo de repouso, resultando no aumento do consumo de O2 e promovendo uma
série de adapta¢gBes mitocondriais para tornar eficiente o funcionamento do coracéo
[48]; como o0 aumento da atividade dos complexos respiratérios I, 11l e IV da CTE e,

consequente reducao na producéo de EROs [107, 108].
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Além dessas alterag6es para a manutencdo do estado redox, a integridade da
membrana mitocondrial é essencial para a funcéo de fosforilagdo oxidativa. Qualquer
ruptura desta membrana afeta a capacidade respiratéria celular. Resultados
conflitantes foram relatados na fung&o mitocondrial de ratos correndo até a exaustao.
Enquanto alguns autores nao relataram alteragdes na respiracdo mitocondrial [109,
110], outros relataram um decréscimo no consumo de oxigénio ap6s um exercicio
similar [111]. Assim, a atividade mitocondrial pode ser afetada pelo exercicio de
acordo com sua intensidade. Portanto, uma possivel explicacdo para os resultados
divergentes poderia ser os diferentes protocolos de execugédo usados.

Embora o TF durante a sua prética induza a producao de EROs, como reposta
aguda, o TF ativa o sistema de defesa antioxidante do organismo, o qual é reportado
na literatura como sendo um mecanismo de defesa celular em condi¢des de estresse
oxidativo. A exemplo disso, a maior parte do anion superéxido produzido € anulada
pela superéxido dismutase manganés, uma enzima especificamente localizada na
matriz mitocondrial [112].

Noijiri et al. (2006) demonstraram que camundongos com delecdo do gene da
SOD no musculo cardiaco desenvolveram uma cardiomiopatia dilatada associada a
uma progressiva intolerancia aos esforgos fisicos. Esse quadro veio acompanhado de
um aumento na formacao de EROs, contribuindo para a reducao na producao de ATP
por meio da ativagéo das enzimas desacopladoras mitocondriais [79]. Neste sentido,
o TF é tido como uma ferramenta eficiente no combate ao dano oxidativo em diversas
DCVs [113, 114].

No estudo conduzido por Irigoyen et al. (2005) [115], os autores observaram
aumento do estresse oxidativo nos musculos cardiaco e esquelético de ratas

ovariectomizadas, aumento da atividade da SOD no coragcdo e da catalase no
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gastrocnémio de ratas Ovx submetidas a oito semanas de TF de intensidade
moderada em relagdo aos animais controle, implicando na efetividade do TF na
reducdo do estresse oxidativo. Palma et al. (2016) [116] observaram reducgédo da
NADPH oxidase, da peroxidacdo lipidica e da oxidacdo proteica em ratas
espontaneamente hipertensas e ovariectomizadas ao submetidas a oito semanas de
TF de moderada intensidade.

Leichtweis et al. (1997) [117] revelaram uma diminuicdo significativa na
respiracao do estado 4 de mitocdndrias cardiacas de ratos submetidos a um vigoroso
programa de treinamento de natacdo (6h/dia, 5 dias/semana, 8-9 semanas) usando
malato-piruvato e 2-oxoglutarato como substratos respiratérios. Esta mudanca
inesperada induzida pelo treinamento fisico ocorreu em mitocondrias cardiacas de
ratos sham e isquemia-reperfusdo. Embora os mecanismos de defesa antioxidante
mitocondrial ndo tenham sido modificados significativamente apds esse estimulo
relacionado ao overtraining, os autores observaram uma reducdo da peroxidacao
lipidica mitocondrial nos coracdes dos ratos submetidos ao treinamento.

Tem sido sugerido na literatura que a pratica regular de exercicios fisicos pode
diminuir a predisposicdo a formacdo dos poros de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (PTPM), bem como reduzir os efeitos deletérios do Ca?* na respiracédo
mitocondrial. J& est4 bem estabelecido que o acimulo excessivo de Ca?* mitocondrial
pode levar a ruptura da organela, mas por outro lado, a captacdo moderada de Ca?*
pela mitocondria estimula a acdo da piruvato desidrogenase e de enzimas
relacionadas ao Ciclo de Krebs, resultando em maior producdo de NADH e uma
consequente sintese melhorada de ATP [118, 119]. Em um estudo com modelo
experimental, foi demonstrado que 14 semanas de exercicio aerobico foram eficientes

na prevencao de formacéo dos PTPM, de reducdo na fosforilagdo oxidativa e da
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formagcéo de produtos derivados da oxidacdo em animais tratados com farmaco
cardiotoxico utilizado no tratamento contra o cancer. Os autores sugerem que devido
ao fato dos PTPM apresentarem etiologia oxidativa, € provavel que os efeitos
benéficos do exercicio nessa variavel sejam mediados, dentre outros fatores, pela
restauracdo da homeostase redox no cardiomiocito dos animais treinados,
contribuindo diretamente para a redu¢ao da morte celular programada [120].

Outro fator relacionado aos efeitos desencadeados pelo TF sobre a
funcdo/dindmica mitocondrial é o processo de biogénese e de sintese dos
componentes da CTE com o intuito de apoiar o aumento da demanda energética
celular, fator que contribui para a melhora da contratilidade do cardiomiécito [107, 121,
122]. A biogénese mitocondrial € um processo complexo que abrange varios
mecanismos responsaveis pela sintese e estruturacdo dos componentes da organela,
que controla 0 numero de mitocdndrias e determina a producdo celular de
energia[123].

O exercicio fisico realizado cronicamente desempenha importante papel no
metabolismo energético, promovendo uma série de eventos fisioldgicos e bioquimicos
gue levam a biogénese mitocondrial em todos os tipos de fibras musculares [124].
Esses efeitos resultam em melhora na resisténcia a fadiga e controle do peso corporal,
0 que esta fortemente relacionado a um aumento na atividade enzimatica mitocondrial
e producdo de ATP. Evidéncias mostram que a atividade contratil leva a biogénese
mitocondrial por aumento nas concentragdes de célcio citoplasmatico e formagéo do
complexo calcio/calmodulina, aumento no consumo de oxigénio e formacdo de
EROs[125], ativagdo da 6xido nitrico sintase (NOS) e producéo de NO [93] e aumento
da razdo AMP/ATP, e subsequente ativacdo da proteina quinase ativada pelo AMP, a

AMPK [126, 127], que age como um “sensor’ de energia celular e € ativada por um
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aumento da formacdo de AMP através do consumo de ATP. A AMPK desempenha
diversas acdes no metabolismo [128], incluindo a ativacdo de PGC-1 a que promove
a sinalizacao para a biogénese mitocondrial.

O aumento na biogénese mitocondrial na musculatura esquelética promovida
pelo TF j& esta bem elucidado na literatura [123, 129]. Chow et al. (2007) [130]
demostraram, em modelo animal, que 8 semanas de treinamento aerdbico em esteira
a 80% do VO2max., produz aumento da atividade de enzimas mitocondriais (citrato
sintase e citocromo c¢ oxidase), maior eficiéncia da fosforilacdo oxidativa (sintese de
ATP) e do consumo de O, fatores que indicam aumento da fungdo mitocondrial
muscular. O TF provoca um aumento intermitente do calcio sarcoplasmaético, o qual
muda o estado de fosforilagdo de fatores de transcricdo e co-ativadores importantes,
resultando assim no aumento da expressdo de proteinas, como PGC-1a [131]. O
aumento da expressao PGC-1a durante uma sesséo aguda de exercicio fisico pode
ser modulado pela diminuicdo do fluxo de ATP no musculo esquelético. O aumento
da relacdo de AMP/ATP e ativacdo da AMPK no musculo sdo provocados por
proliferacdo mitocondrial [132]. A interacdo multifacetada entre PGC-1a e AMPK
desempenha um papel chave neste processo [133]. Além disso, 0 PGC-1 a é um sitio
de ligacédo direta para o fator intensificador de miécito 2 (MEF2), que regula os tipos
de fibras musculares, particularmente as do tipo lenta, resultando em aumento da
atividade de endurance [134, 135]. A mudancga do tipo de fibra para o tipo oxidativo
pelo PGC-1 a é caracterizada pelo aumento da producdo mitocondrial, densidade e
metabolismo oxidativo [136].

Contudo, sobre os efeitos do TF na biogénese mitocondrial no coracdo, as
investigacbes ndo sao tdo consistentes. A adaptacdo do musculo cardiaco ao

exercicio crdnico envolve remodelamento e hipertrofia de cardiomidcitos. Se isso é
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acompanhado por um aumento no metabolismo oxidativo e biogénese mitocondrial
ainda néo tem sido bem discutido. Alguns estudos demonstraram que o treinamento
fisico regular induz aumento na expressao e atividade de enzimas cardiacas [121,
137]. Outros mostraram que as respostas adaptativas hipertroficas ndo envolvem
mudanc¢as na atividade da enzima CPT-1 ou OXPHOS (complexos da CTE) e
nenhuma alteracédo na densidade mitocondrial, distribuicdo e biogénese mitocondrial
induzida pelo PGC-1a [138, 139]. No entanto, outros autores relatam um aumento de
PGC-1a e conteludo de Tfam, mas sem modificacdo na atividade enziméatica
mitocondrial ou capacidade oxidativa [140, 141]. Apesar das diferencas entre esses
achados, parece que a biogénese mitocondrial responde as demandas exigidas pelo
exercicio, e 0 aumento da massa cardiaca durante a hipertrofia induzida pelo TF pode
ocorrer sem prejuizos a outras organelas intracelulares. Além disso, nem aumento
[121, 142] nem alteracdo [105] na capacidade de utilizacdo de acidos graxos foram
relatados, sugerindo que, na hipertrofia cardiaca induzida pelo exercicio, a produgao
de energia ainda depende amplamente da oxidacéo de acidos graxos.

A divergéncia nos dados da literatura pode ser atribuida as diferentes
metodologias empregadas. Eisele et al. (2008) ndo encontraram alteracbes na
biogénese mitocondrial no coracdo de camundongos submetidos a quatro semanas
de atividade fisica voluntaria [143]. Li et al. (2011) também obtiveram a mesma
resposta observada em camundongos apos doze semanas de TF em esteira rolante
[123]. Kraljevic et al. (2013) também n&o encontraram alteragbes na expressédo do
PGC1a, apos 8 semanas de exercicio aerbbico intervalado em fémeas submetidas a
cirurgia de IM [144]. Em contrapartida, Budiono et al. (2012) demonstraram que o TF
exerce papel significante na sintese mitocondrial cardiaca. Os autores observaram

que 7 dias de corrida voluntaria em camundongos foram suficientes para desencadear
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um aumento na biogénese mitocondrial uma vez que além de suportar incrementos
na demanda metabdlica, ainda protege o tecido cardiaco contra os danos promovidos
pela isquemia[145].

O PGC-1a também promove uma resposta biogénica mitocondrial mais ampla
por meio de sua interagdo com o receptor relacionado ao estrogénio (ERR) e com o
NRF-1 [146]. No midcito cardiaco, o ERR ativa diretamente a expressdo de genes
envolvidos em praticamente todos o0s aspectos do metabolismo energético
mitocondrial, incluindo o ciclo de Krebs, o transporte de elétrons e a fosforilagdo
oxidativa, além das enzimas de oxidag&o dos acidos graxos mitocondriais [147]. No
entanto, o papel preciso para ERR na adaptacgéo cardiaca ao exercicio ainda ndo esta
bem elucidado. Considerando que a biogénese mitocondrial envolve a coordenacgao
de diferentes eventos celulares, a simples avaliagdo da expressao génica ou proteica
de fatores de transcricdo que codificam proteinas mitocondriais, como o PGCL1-q,

pode superestimar o processo como um todo.

1.4 Justificativa

As diferencas de sexo na incidéncia e prevaléncia de DCV sugerem que 0s
hormdnios sexuais femininos desempenham um papel chave na manutencdo da
funcéo cardiaca normal. Esta bem descrito na literatura que ha uma menor incidéncia
de doencas cardiacas em mulheres jovens quando comparadas a homens pareados
por idade. Contudo, apés a menopausa, a incidéncia de DCV em mulheres pode ser
igual ou até maior do que a observada em homens. Essas observacdes levaram a
hipétese de que a incidéncia aumentada de DCV em mulheres apds menopausa
poderia estar associada a queda dos niveis de hormdnios sexuais femininos [148-

150]. Nessa linha, é bem estabelecido que os estrogenos, particularmente E2,
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desempenham um papel significativo no acoplamento excitacdo-contracdo do
musculo cardiaco, através da sua contribuicdo na regulacdo do reticulo
sarcoplasmatico (RS), na sensibilidade dos miofilamentos ao calcio e no estresse
oxidativo. Por outro lado, a deficiéncia de estrogénio pode induzir disfungéo contratil,
pelo menos em parte, pela ativacao do receptor do tipo 1 de angiotensina Il (Ang Il)
[11, 28, 151].

A disfuncdo do ventriculo esquerdo (VE) é acompanhada de desajuste no
metabolismo e na bioenergética mitocondrial, o que contribui para o desenvolvimento
e progressao da disfuncéo cardiaca. De fato, h4 uma intima conex&o entre a dindmica
contrétil miocardica e o metabolismo oxidativo, uma vez que o suprimento energético
deve ser equiparado a demanda, devido ao alto requerimento para sustentar a funcao
contratil. No coracdo adulto, quase toda a producdo de energia se origina da
fosforilacdo oxidativa mitocondrial continuamente gerada pela oxidacdo dos
substratos [152].

H& uma crescente evidéncia de que a deficiéncia de estrogénio prejudica a
funcdo das subpopulagcbes mitocondriais cardiacas espacialmente distintas,
sugerindo que a protecdo observada em fémeas poderia decorrer de alteracdes na
funcdo mitocondrial regulada pelo estrogénio [153, 154]. O prejuizo da funcgéo
mitocondrial foi observado em ratas com deficiéncia de hormonios sexuais,
acarretando em disfungcdo cardiaca [154-156]. A disfuncdo mitocondrial leva a
desregulacdo dos processos de sobrevivéncia celular envolvidos na produgédo de
adenosina trifosfato, aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio, com
consequente apoptose [91, 157, 158].

A seguranca da terapia de reposi¢cdo hormonal sobre a funcao cardiovascular

tem sido discutida. Dois grandes estudos prospectivos falharam em demonstrar
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melhoras em mulheres na menopausa submetidas a terapia de reposicdo hormonal.
Esses resultados encontrados no Heart and Estrogen-Progestin Replacement Study
e Women’s Health Initiative (WHI) contrastaram com uma série de estudos em
modelos animais nos quais o estrogénio se mostrou protetivo [11, 28, 29, 159, 160].
Assim, novas terapias farmacoldgicas e nao farmacoldgicas foram propostas como
alternativas.

O treinamento fisico aerébico € uma intervencdo bem conhecida capaz de
melhorar a funcdo cardiovascular em pessoas saudaveis e doentes, além de ser
considerado um método efetivo para prevenir ou tratar muitas DCVs [73, 161]. Além
disso, o TF provoca uma série de adaptacdes bioquimicas e moleculares no miocardio
[98] e melhora a funcdo mitocondrial cardiaca [48]. Em geral, os beneficios séo
deflagrados por aumento do dispéndio energético, tendo um impacto no metabolismo
mitocondrial, com efeitos subsequentes em uma gama de processos de sinalizacéo
intracelular, tais como, aumento na atividade dos complexos respiratérios da cadeia
de transporte de elétrons (CTE) e consequente reducdo na producédo de EROs [162,
163].

O impacto do treinamento fisico aerébico sobre a disfuncdo mitocondrial
cardiaca durante a privacdo dos hormbnos sexuais femininos em ratos € ainda
desconhecida. Nesse sentido, a hipétese do presente estudo é que doze semanas de
treinamento fisico aerobico de intensidade moderada apos a inducéo da privagédo dos
horménios sexuais em ratas possa estar associado a uma melhora dos parametros

de contratilidade e de bioenergética cardiaca.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerébico sobre a contratilidade e a

funcdo bioenergética mitocondrial cardiaca em ratas ovariectomizadas.

2.2. Objetivos especificos:

Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerébico sobre a contratilidade e a

funcdo bioenergética mitocondrial cardiaca em ratas ovariectomizadas sobre:

1. Afuncéo contratil de musculo papilar do VE;

2. O transiente de calcio de cardiomidcitos isolados do VE;

3. Aexpressao das proteinas reguladoras do transiente de [Ca2+]i no VE;

4. A expressado das proteinas envolvidas no processo de fusdo mitocondrial

cardiaca nas subpopulacdes intermiofibrilar e subsarcolemal,;

5. A eficiéncia da oxidacdo de substratos energéticos nas subpopulacdes

mitocondriais cardiacas intermiofibrilar e subsarcolemal;

6. A expressao proteica dos complexos respiratérios da CTE nas subpopulacbes

mitocondriais cardiacas intermiofibrilar e subsarcolemal;
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7. A capacidade de retencdo de calcio nas subpopulagbes mitocondriais
cardiacas intermiofibrilar e subsarcolemal e a expressédo proteica do canal

uniporter e da ciclofilina D;

8. A via da biogénese mitocondrial no VE e nas subpopula¢gées mitocondriais

cardiacas intermiofibrilar e subsarcolemal;

9. A producao de anion superoxido mitocondrial cardiaca;

10. As enzimas antioxidantes e os niveis de proteinas carboniladas no VE e nas

subpopulagdes mitocondriais cardiacas intermiofibrilar e subsarcolemal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais de Experimentacao e Manutengao

Ratas Wistar (Rattus Novergicus Albinus), com 10 semanas de vida, com peso
corporal entre 200 e 220 g, provenientes do Biotério Central, do Centro de Ciéncias
da Saude, da Universidade Federal do Espirito Santo, participaram deste desenho
experimental. Os animais foram alojados em gaiolas coletivas (n = 4 por gaiola).
Receberam agua e racdo (Purina Labina®) ad libitum. Foram mantidos em ambiente
com temperatura (22-24°C) e umidade (40-60%) controlados, com regime de
luminosidade ciclo claro/escuro 12/12 horas, durante o periodo de experimento. O
controle ponderal foi acompanhado semanalmente através de balanca de precisdo
durante o periodo de estudo. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica para Uso de Animais de Experimentagdo Cientifica da

Universidade Federal do Espirito Santo (N° de protocolo 30/2014).

3.2. Ovariectomia

As ratas foram submetidas a cirurgia de ovariectomia (Ovx) bilateral conforme
protocolo previamente estabelecido [29, 160]. Os animais foram anestesiados com
ketamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e submetidos a uma incisdo de
aproximadamente 1,5 cm na pele entre o ultimo rebordo costal e a coxa, a um
centimetro da linha mediana, seguida de uma incisdo na camada muscular, tendo a
cavidade peritoneal aberta para remoc¢ao dos ovarios e ligadura da trompa uterina em
ambos os lados. Em seguida, foi realizada uma sutura da musculatura e da pele. Ao
final do procedimento, os animais receberam antibidtico e analgésico (Enrofloxacina -

2,5% - 0,1 mL e Meloxican, ~ 0,2 mg/kg, ambos via intramuscular).
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O protocolo de treinamento foi iniciado sete dias ap0s o procedimento cirirgico.

Para comprovacgédo da efetividade da cirurgia, apos a eutandsia, o utero foi retirado e

pesado. A figura 7 mostra o processo cirurgico da ovariectomia.

Figura 7: Cirurgia de castragcdo (adaptado de Baker, 1979). A, Remocéo de pelo. B,

Incisdo da pele. C, Incisdo no masculo. D, Localizagdo dos ovarios. E, Remocgéo dos

ovarios. F, Sutura de musculo e pele.

3.3. Grupos experimentais:

No momento do procedimento cirdrgico de ovariectomia os animais foram divididos

aleatériamente entre as ratas que foram submetidas a cirurgia ficticia (Sham) e a

remocao cirurgica dos ovarios (Ovariectomia) (Figura 8):

Sham / ShamEx

Ovx / OvxEx

Figura 8: Divisao dos grupos experimentais.
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3.4. Protocolo de Exercicio Fisico
O programa de corrida foi realizado em uma esteira rolante (Insight

Instrumentos — Ribeirdo Preto, SP, Brasil) especifica para ratos, 5 dias por semana,
durante 12 semanas, por 60 minutos (Figura 9). Todo o protocolo de treinamento fisico

aerdbico e de teste utilizados foram adaptados de Carneiro-Junior et al. (2013) [164].

Figura 9. Esteira motorizada para ratos utilizada para execuc¢do do treinamento fisico (Insight
Instrumentos - Ribeirdo Preto,SP, Brasil).

a) Protocolo de familiarizagcao e adaptacao ao treinamento fisico:

Antes do inicio do treinamento fisico, todos os animais foram colocados na
esteira rolante para familiarizagéo e adaptacao.

As duas primeiras semanas de familiarizacdo/adaptacéo tiveram duracéo de

sessdao entre 10 e 30 minutos/dia, com velocidade fixa de 10 m/min, 0° de inclinagé&o.

e Semana 1 — familiarizacdo: velocidade fixa de 10 m/min e duragao de 10

min/sessao.
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e Semana 2 — adaptacgao: velocidade fixa de 10 m/min e duragao progressiva de

10 a 30 minutos/sessao.

Apés este periodo, os animais que nao se adaptaram a corrida foram
direcionados para o experimento piloto de técnicas.

Apoés 48 horas, 0s animais que cumpriram a semana de adaptacdo, foram
submetidos ao teste na esteira rolante para determinacao da velocidade maxima de

corrida (VMC).

b) Teste de velocidade maxima de corrida

O teste foi iniciado com velocidade a 10 m/min, 0° de inclinagdo. A cada 3
minutos transcorridos, foi realizado um incremento de 3 m/min na velocidade. Isto se
deu até a fadiga voluntaria dos animais. O momento da fadiga foi definido quando os
animais ndo mantiveram a corrida de acordo com a velocidade da esteira e n&o
responderam apds 10 segundos de estimulo elétrico. A intensidade do protocolo de
treinamento foi monitorada através do aumento progressivo do tempo e da velocidade
de corrida, que considerou a intensidade percentual a VMC.

O teste na esteira rolante para determinagdo da VMC foi realizado em cada
animal de todos os grupos experimentais no inicio da terceira semana e ao final da
122 semana do programa de treinamento. Ao final da sexta semana, apenas os
animais dos grupos treinados (ShamEx e OvxEx) fizeram novo teste de VMC para
ajustar a velocidade de acordo com a intensidade estabelecida (velocidade de
corrida).

O detalhamento do protocolo, esta descrito na sequéncia e ilustrado na figura 10.

e Semana 3 — teste inicial de VMC em todos os animais.
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e Semanas 3 e 4 — Corrida a 50% de VMC. Grupos exercitados Sham e Ovx.

e Semanas 5, 6, 7 e 8 — Corrida a 60% de VMC. Grupos exercitados Sham e
Ovx.

e Semana 6 — Re teste de VMC apenas para os grupos ShamEx e OvxEXx.

e Semanas 9, 10, 11 e 12 — Corrida a 70% de VMC. Grupos exercitados Sham e
Ovx.

e Semana 12 — teste final de VMC em todos os animais.

o Duracado - 60 minutos/dia, da semana 3 até o final do protocolo, na 122 semana.

O

Protocolo experimental (semanas)

II: 10 semanas

[°]

Cirurgia
Sham-Owvx

[+2]

Adaptacio
TF

2]

Teste inicial
VMC

(]

2" teste
VMC

Teste final
VMC

Eutandsia

IF: 22 semanas

Fungdo musculo papilar
Morfologia mitocondrial

Fungdo Mitocondrial
Transiente Ca?* cardiomidcitos ;
Expressdo protéica cardiomidcitos

&=

- <m< .
. o e i

i

Figura 10. Representacdo esquematica do protocolo experimental.ll: idade inicial. IF: idade
final. Sham-Ovx: cirurgia ficticia de remocéo bilateral dos ovarios e cirurgia de remoc&o dos ovarios.
ShamEx-OvxEX: cirurgia ficticia de remocao bilateral dos ovarios e cirurgia de remocao dos ovarios,

ambos submetidos ao treinamento fisico (TF). VMC: velocidade maxima de corrida.

3.5. Eutanasia
Ao final das 12 semanas de treinamento, 48 h apds o ultimo teste de velocidade

maxima de corrida, os animais foram heparinizados (500 U/kg) via intraperitoneal (i.p.)



57

e anestesiados com Uretana, também por via i.p. (1,2 g/kg, Sigma, SP, Brasil). Apés
verificagdo dos sinais de estado anestésico, a eutandsia foi procedida por
exsanguinacdo por meio da secgcdo das artérias carétidas e veias jugulares.
Anteriormente a exsanguinagdo, foi realizada uma incisdao longitudinal
toracoabdominal e coletado amostra sanguinea da aorta abdominal, mantida a
temperatura de 7 °C e centrifugada para obter aliquotas de plasma e soro. Em
seguida, foram removidos e pesados o0s seguintes tecidos: a) coracdo; b) gorduras
parametrial, mesentérica, retroperitonial e visceral, ¢) utero e ovério, d) pulmao; e)
musculo séleo. O comprimento da tibia direita foi utilizada para normalizacdo dos
pesos do coragdo.Amostras do tecido do VE e do musculo esquelético séleo, foram
reservados para analise da expressao proteica e atividade enzimética conforme os
objetivos propostos. Todo o material bioldgico coletado foi armazenado em
temperatura a -80°C.

Na tentativa de atender a todos 0s experimentos propostos neste projeto foi
necessaria uma divisdo dos lotes experimentais, visto que para cada metodologia um
processamento especifico do tecido cardiaco se fez necessario. Nesse sentido, o
namero de animais utilizados e a técnica empregada em cada experimento se

encontram detalhados ao longo do texto.

3.6. Analise “in vitro” da mecéanica miocardica

O isolamento do mduasculo papilar foi realizado segundo protocolo ja
estabelecido em nosso laboratorio [29, 160]. O coracao foi retirado rapidamente do
torax e colocado em solucdo de Krebs-Henseleit, previamente oxigenada com mistura
gasosa contendo 95% de oxigénio e 5% de gas carbbnico, e aquecida a 30°C. A

parede livre do ventriculo direito foi separada para expor o septo interventricular, que
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foi dividido ao meio para que o0s musculos papilares do ventriculo fossem
adequadamente expostos. O musculo papilar posterior (amostra do ventriculo
esquerdo) foi cuidadosamente dissecado numa plataforma de silicone e suas
extremidades presas a aneéis de aco inoxidavel, sendo em seguida imerso em uma
cuba contendo 20 ml de solugdo de Krebs-Henseleit. A extremidade superior foi
conectada por anel e fio de aco inoxidavel a um transdutor de forca isométrica
(TSD125 - Byopac Systems, Inc; CA) e o anel da extremidade inferior do musculo
conectado a um gancho fixo na cuba de vidro como mostra a figura 11. A solucdo de
Krebs-Henseleit (KH) é composta, em mM: 135 NacCl; 4,6 KCI; 1,25 CaCl; 1,15 MgSOg;
1,2 KH2PO4; 36 NaHCO3 5,5 glicose, pH 7,4 e oxigenacdo mantidos pelo
borbulhamento de mistura gasosa e temperatura controlada em 29 °C por meio de um
banho-maria circulante. O transdutor foi conectado a um microcomputador dotado do
software AcgKnowledge® 3.7.5. (Biopac Systems Inc., CA, EUA) que permitia
determinar os valores das variaveis fisiolégicas analisadas. Paralelamente ao
musculo, posicionam-se dois eletrodos de prata acoplados a estimulador elétrico que
liberam estimulos em onda quadrada de 5 milissegundos de duracdo. Todos 0s

musculos foram estimulados em frequéncia de 0,5 Hz e 10 V.

do sistema de avaliacdo

5: cuba, 6: eletroestimulador.

Figura 11 . Esquema representativo

contratilidade de musculo papilar
intacto. 1: transdutor de forca, 2:
sistema de aeracdo com mistura

carbogénica, 3: eletrodos, 4: banho,
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Foram feitos sucessivos estiramentos, até atingir o 4pice da curva estiramento-
tensdo e, entdo, determinado seu Lmax (comprimento diastélico da fibra muscular
associado & méaxima forgca isométrica desenvolvida). O musculo permaneceu em
contracdo isométrica estavel em Lmax por 60 minutos antes do inicio dos experimentos.

Para a avaliacdo da resposta contratila concentracdes crescentes de calcio, foram

analisados os seguintes parametros descritos a seguir e esquematizados na figura 12:

e Forga: forca isométrica desenvolvida. A forga desenvolvida foi normalizada

pelo peso do respectivo musculo, sendo expressa como g/mg;

e Peso: peso do musculo, expresso em mg.

A solucdo nutridora foi trocada por uma solugdo contendo a metade da
concentracéo de Ca?* (0,62 mM de Caclz). Foram adicionadas doses de uma solucéo
com elevada concentracao de cloreto de calcio (500 mM), para avaliacdo da resposta
inotrépica do muisculo ao Ca?*. De uma solucéo concentrada (500 mM de CacCl.) foram
adicionados, em intervalos de 1,5 minutos, 25 uL, 50 pL e 50 yL para construir uma
curva de resposta inotrépica do musculo papilar ao calcio nas concentracées de (0,62;

1;25, 2,5 e 3,75 mM CacCly).

0,62 mM 1,25 mM 2,5mM 3,75 mM

b hY A )

3.000000
2000000 8

1.000000

For¢a

{

Figura 12. Registro tipico demonstrando a variacéo de for¢ca de contracao isométrica (g) em uma curva

1T min 0.000000

concentragao-resposta a mudancas nas concentracdes de célcio extracelular (CaClz: 0,62; 1,25; 2,5 e
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3,75 mM) obtida em preparacdo de musculos papilares de ventriculo esquerdo de ratas

ovariectomizadas submetidas ao treinamento fisico aerdbico.

Terminadas as manobras de avaliacdo da contratilidade do musculo papilar, os
mesmos foram retirados do sistema e 0 segmento miocardico contido entre os anéis

de aco isolado foi pesado em balanca de precisdo (peso umido).

3.7. Funcédo mitocondrial cardiaca

Apos a remocao do coracdo, o 6rgdo foi colocado em recipiente contendo
solugcéao tampao Chappel-Perry - CP (100 mM KCI; 50 mM MOPS; 5 mM MgSOg; 1
mM EGTA, 1 mM ATP e 2 mg/mL albumina bovina - BSA) a baixas temperaturas

(~4°C) e dissecado, utilizando-se apenas o VE para a extracao mitocondrial.

a) Isolamento mitocondrial

As duas subpopula¢cdes mitocondriais (subsarcolemal - SSM e intermiofibrilar -
IFM) foram isoladas a partir do VE (~ 0,6 g de tecido) de acordo com o protocolo
descrito por Palmer et al. (1977) [45] e adaptado/modificado por Ribeiro et al. (2014)
[165], pois alguns estudos sugerem diferencas funcionais entre as subpopulacées
[46]. O tecido cardiaco foi lavado, fragmentado e homogeneizado em 22,5 ml do
tampao Chappel-Perry (pH 7.4, 4 °C). Em seguida o homogeneizado foi centrifugado
(Centrifuge 5804 R — Eppendorf, Germany) a 580 x g por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante (S1) resultante desta primeira centrifugagéo foi filtrado com auxilio de
uma gaze e reservado. O pellet desta primeira centrifugacao foi ressuspendido em 7,5
mL do mesmo tamp&do e novamente centrifugado a 580 x g por 10 min. O
sobrenadante (S2) desta segunda centrifugacao foi filtrado e adicionado ao S1. Em

seguida, o sobrenadante (S1 + S2) foi novamente centrifugado a 580 x g por 7 min. O
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sobrenadante resultante desta centrifugacdo € novamente centrifugado. O pellet
remanescente a esta centrifugacdo corresponde a subpopulacdo SSM. O pellet
remanescente da segunda centrifugacao foi ressuspendido em 9 mL de tampao
Chappel-Perry com adicdo de 5 mg de tripsina por grama de tecido. Em seguida, uma
segunda homogeneizacédo foi realizada e as amostras foram agitadas (agitador
magnético, ika® c-mag hs10, EUA) em banho de gelo por 10 min, para digerir 0s
miofilamentos. ApoOs agitacdo, foram adicionados 10 mL de tampao Chappel-Perry
contendo BSA (fraction V, fatty acid free) a 2 mg/mL e as amostras foram novamente
homogeneizadas e centrifugadas a 7.500 x g por 10 min a 4 °C. O pellet foi novamente
ressuspendido em 7,5 mL do tampao Chappel-Perry e centrifugado a 580 x g por 7
min a 4 °C. O sobrenadante desta ultima centrifugacéo foi filtrado e novamente
centrifugado a 3.000 x g por 7 min. O pellet final corresponde a subpopulacao IFM. Os
pellets correspondentes a subpopulacdo SSM e IFM foram lavados duas vezes em
tampdo KME (contendo 100 mM de KCIl, 50 mM de Mops e 0,01 M de EGTA) e
novamente centrifugados a 3.000 x g por 7 min. Os pellets foram ressuspendidos em
200 uL de tampao KME e a concentracao proteica foi determinada pelo método de

Lowry [166]. A figura 13 mostra desenho esquematico do isolamento mitocondrial.

g vy v

IFM

@
(o ':

SSM IFM SsM

Figura 13: Subpopula¢cdes mitocondriais subsarcolemal (SSM) e intermiofibrilar (IFM) (adaptado de
DO VAL LIMA, 2017).
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b) Anadlise funcional da cadeia respiratéoria mitocondrial — oxidacao
fosforilativa

A andlise funcional dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial foi
avaliada com o auxilio de um transdutor para medida de oxigénio (Clark electrode,
Qubit system, Kingston, ON, Canada). As fracdes isoladas mitocondriais (0,25 mg/mL)
foram incubadas em um tampéao para respiracao mitocondrial (100 mM KCI, 50 mM
MOPS, 5 mM KH2PO4, 1 mM EGTA and 1 mg/ml BSA/Fraction V, pH 7.4) como
descrito por Palmer et al. (1977) [45] e modificado por Ribeiro et al. (2014) [165]. O
estado lll, resultante da velocidade de consumo de oxigénio quando a mitocéndria é
colocada em um meio com substrato oxidavel com ADP, produzindo assim o ATP e,
o estado IV, resultante da velocidade do consumo de Oz apds a mitocondria ja ter
consumido todo o ADP disponivel, foram medidos com a adicdo dos substratos
glutamato + malato (10 e 5 mM, respectivamente), piruvato + malato (10 e 5 mM,
respectivamente), palmitoil-L-carnitina (40 uM) e Succinato + inibidor Rotenona (20
MM e 7,5 mM, respectivamente). Apés a adicdo dos substratos, foi adicionado ADP
para atingir uma concentracao final de 200 uM, sendo observado um aumento do
consumo de oxigénio em funcdo do tempo. Apdés completa deplecdo do ADP,
observado pelo surgimento do estado IV, adicionou-se oligomicina, um inibidor da ATP
sintase (fracdo F0) da cadeia respiratoria. Os estados lll, IV e IV + oligomicina, a razéo
de controle respiratorio (RCR - razdo do estado lll/estado IV) e razdo ADP:O foram
calculados posteriormente. Os estados 3 e 4 sdo expressos como nanomol de
consumo de Oz normalizado por proteina mitocondrial por minuto (nmol O2mg*.min-
1). Arazdo RCR indica o acoplamento da cadeia respiratéria e a razdo ADP:O (razéo

fosfato inorganico/oxigénio), indica o quanto de O2 é reduzido em H20 na fosforilagdo
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oxidativa, indicando sua eficiéncia. A Figura 14 mostra o esquema representativo da

oxidacéo fosforilativa.

0: M\
ronol , eo 1. Estado I: Mitocdndria + O,
\ ‘\\e 2. Estado II: Mitocbndria + O, + substrato
)

‘\| \Q-Q 3. Estado llla: Mitocondria + O, + substrato + ADP
4. Estado |Va: Total consumo de O, (repouso)

5. Estado llib: ADP

6. Estado |Vb: Total consumo de O, (repouso)

7. Estado IVb: Oligomicina

— IFM

Figura 14. Esquema ilustrativo da mensuragdo da respiracdo mitocondrial (estado | a IV e a razéo

estado lll/estado 1V) pelo consumo de oxigénio (O2).

c) Captacao de calcio e probabilidade de abertura do poro mitocondrial

A capacidade de retencédo de Ca?* foi avaliada em ambas as subpopulagdes
mitocondriais seguindo a [Ca?*] extramitocondrial com uma exposicdo progressiva ao
Ca?* conforme descrito previamente [153]. Usando um leitor de placa fluorométrica de
96 pocos a 37 °C, 250 ug/mL de proteina mitocondrial (200 uL volume final) foram
incubados numa solugéo tampao livre de calcio (100 mM KCI, 50 mM MOPS, 5 mM
KH2PO4, 5 mM EGTA, 1 mM MgClz, 5 mM glutamato, 2,5 mM malato, a 37 °C) em um
fluorémetro com monitoramento constante da fluorescéncia (SynergyTM 2 Multi-Mode
Microplate Reader, BioTek, EUA). Em seguida, foi adicionado um marcador de calcio

(750 nM calcium green-5N, Invitrogen) com excitagcdo e emissao de fluorescéncia
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entre 488 e 530 A, respectivamente. Uma injecédo in bolus de Ca?* livre de 25 nmol foi
injetada a cada 7 min, e a [Ca?*] extramitocondrial foi registrada a cada 2 seg. usando
750 nM de Calcio Verde-5N. A probabilidade de abertura do poro mitocondrial foi
corrigida pela quantidade de célcio captada uma vez que o aumento do céalcio no

interior do poro pode induzir a abertura do mesmo.

3.8. Avaliacdo do transiente de Ca?* em cardiomiécitos isolados

Apés a remocdo dos coragBes (quatro animais de cada grupo), 0s
cardiomidcitos foram isolados conforme descrito previamente por Guatimosim et al.
(2001) [167]. O coracéao foi rapidamente removido e retro-perfundido pelo método de
Langendorff, com solucdo Tyrode modificada livre de Ca?* (NaCl 131 mM, KCI 5,4mM,
Hepes 25mM, NaH2POs 0,33mM, MgClz 0,5 mM e glicose 22mM, pH 7.4),
suplementada com 10U/L de insulina para lavagem e retirada do sangue. Na
sequéncia, o 6rgao foi perfundido com solucdo Tyrode contendo CaCl: 50uM e
colagenase tipo 2 (1 mg/mL, (Worthington, EUA). Apds a etapa de digestdo
enzimatica, os atrios foram removidos e o coracao foi cortado em pedacos de 1mm,
agitado por 4 minutos e filtrado através de uma malha de 200 mm para remocao do
tecido nao digerido. A concentragcdao de CaClz extracelular foi progressivamente

aumentada para 500 uM por meio de trés ciclos de centrifugacéo (Figura 15).
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Figura 15. Representacdo esquematica do isolamento de cardiomiécitos. A: canulagdo do coragdo
pelo arco aértico. B e C: perfusdo pelo método de Langendorff. D: digestdo enzimética com
colagenase. E: emoc¢do dos atrios e F: corte do coracdo em fragmentos menores (adaptado de
LOUCH et al., 2011).

A aquisicdo de imagens e a medida da concentragédo intracelular de Ca?* no
midcito cardiaco foram realizadas utilizando o microscopio confocal Zeiss LSM 800
(Zeiss GmbH, Jena, Alemanha), com lente objetiva de aumento 63X, na configuracao
line-scan, com o intuito de obter informacdes sobre a amplitude e a cinética do
transiente de Ca?*, conforme descrito por Guatimosim et al. (2001) [167]. Os
cardiomidcitos isolados foram previamente incubados com Fluo4-AM 6 uM (Invitrogen,
EUA), uma sonda fluorescente sensivel ao Ca?* (Aex= 488nm e Aem=515nm), durante
35 minutos em temperatura ambiente (25-30°C). Ap0s a marcacdo, 0 excesso da
sonda foi removido e adicionados a solucdo Tyrode 1,8 mM Ca?* para a realizacdo
dos experimentos. As células foram plagueadas e visualizadas no microscopio
confocal, e no momento do experimento estimuladas a 1 hertz, com um pulso
gquadrado de duracao de 5 milissegundos e 30 volts. Para o registro do transiente de
Ca?*, oito pulsos elétricos foram aplicados e foram realizadas varreduras ao longo de

uma linha (512 x 3000 pixels), com laser de argdnio (488 nm) e frequéncia de
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aquisicao de 1,54 milissegundos. Os parametros avaliados foram: relacdo F/FO
(maxima fluorescéncia/fluorescéncia basal), tempo para o pico da maxima
fluorescéncia e tempo de recaptacéo de 50% (T50) do Ca?*. O T50 foi avaliado a partir
dos tracados de fluorescéncia do F/FO apos o processamento digital de imagens
realizado com o ImageJ Software (NIH). A Figura 16 representa a analise final para
uma imagem de variacao da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo. O ponto
de inicio representa o instante de tempo em que é considerado o inicio da variacdo
de fluorescéncia. O ponto de méaxima fluorescéncia é o instante de tempo no qual é
considerado o ponto de méaxima intensidade de fluorescéncia (F). O ponto de
fluorescéncia basal é considerado o background de fluorescéncia (FO), sendo a
relacdo entre os dois (F/FO) o representante de variacédo global de Ca?*. Os pontos

em cinza representam de 10-90% da recaptacdo de Ca?*.
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Figura 16. Esquemailustrativo dos principais parametros avaliados no transiente de célcio. A: Tracados
representativos das imagens de fluorescéncia para o transiente de Ca?* em cardiomidcitos isolados de
ratas ovariectomizadas. B: Resultado da andlise da imagem do transiente de Ca?* e os parametros

avaliados.
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3.9. Producéo mitocondrial de &nion superéxido em cardiomiocitos isolados

A quantificacdo do Oz mitocondrial no cardiomidcito isolado foi obtida através
de imagens realizadas no microscopio confocal Zeiss LSM 800 (Zeiss GmbH, Jena,
Alemanha), com lente objetiva de aumento 63X, adaptado de Batandier et al. (2006)
[168]. Os cardiomidcitos isolados foram previamente incubados, durante 10 minutos a
37°C, com 7,5 uM MitoSOX Red (MitoSox™, Molecular Probes, Eugene, OR, EUA)
uma sonda fluorescente especifica para mitocéndria que € oxidada na presenca do
Oz, emitindo a coloracdo vermelha. Apés a marcacdo, o excesso da sonda foi
removido e adicionamos solucdo Tyrode 1,8 mM Ca?* para a realizacdo dos
experimentos. As células foram plagqueadas e visualizadas no microscopio e a
producdo mitocondrial de O2- foi estimada por mudancas na fluorescéncia (Aex=

510nm e Aem= 580nm).

3.10. Ensaio de imunofluorescéncia

Para a quantificacdo da imunofluorescéncia do Tfam no cardiomiécito isolado
foi utilizado o ensaio de imunofluoréscencia. A area superficial dos cardiomiécitos foi
medida em células marcadas com a-actinina. Os cardiomiécitos isolados foram
fixados usando paraformaldeido 4% em PBS por 10 minutos. As células foram lavadas
5 vezes em PBS e permeabilizadas com triton-X-100 a 0,2% por 10 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas 5 vezes com PBS e
incubadas em solucéo de bloqueio com 5% de BSA e anti-goat por 1 hora. As células
foram incubadas “overnight”a 4°C em anticorpo primario anti-Tfam (1:50, Santa Cruz)
ou anti-alfa actinina (1:150, Sigma). Apos o periodo de incubagédo, as células foram
lavadas 5 vezes com PBS com 1% de BSA e incubadas com anticorpo secundario

Alexa Fluor 488 anti-mouse (1:500, Invitrogen) por 1 hora a temperatura ambiente.
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ApOs a incubacdo com o anticorpo secundario, as células foram lavadas 5 vezes com
PBS com 1% de BSA. DAPI (4°,6 — diamidino-2-fenil-indol) foi usado como um
marcador de nucleo celular. A quantificacdo da imunofluorescéncia do Tfam no
cardiomiécito isolado foi obtida através de imagens realizadas no microscopio
confocal Zeiss LSM 800 (Zeiss GmbH, Jena, Alemanha), com lente objetiva de
aumento 63X. Todas as imagens foram representativas de quatro experimentos

independentes nos quais varias células foram avaliadas.

3.11. Analises por Microscopia Eletronica de Transmissao

A morfologia mitocondrial do ventriculo esquerdo foi avaliada por meio da
técnica de microscopia eletrénica de transmissao (MET), com o intuito de verificar
possiveis mudancas na estrutura da mitocéndria. Para a MET, amostras de quatro
coracOes de cada grupo experimental foram colhidas e fixadas em uma solucdo
Karnovsky, contendo glutaraldeido 2.5%, paraformaldeido 2% e tampé&o cacodilato
0,1M. Posteriormente, os tecidos foram pos-fixados em tetroxido de Gsmio,
desidratados em etanol (30%, 50%, 70%, 90%, e 100%) e embebidos em resina epoxi
(EMbed 812, Electron Microscopy Sciences). Cortes ultrafinos (60-80 nm de
espessura) foram obtidos em um ultramicrétomo (UCT, Leica Microsystems) antes das
etapas de contrastacdo em acetato de uranila e citrato de chumbo. Micrografias
eletrbnicas representativas dos diferentes grupos foram obtidas em um microscoépio
eletrbnico de transmissdo (JEOL JEM-1400, Japédo) a 120 kV e 12000x de
magnificacao.

As imagens obtidas foram posteriormente analisadas através do software
Image J (National Institutes of Health, Bethesda, EUA) utilizando a ferramenta

“freehand selections”. Para calculo de pardmetros como area total, perimetro e
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didmetro maximo foram analisadas 1000 mitocdndrias por grupo, usando as médias
de cada animal para calculo da média total do grupo. Para mensuragédo do nimero de
mitocdndrias por grupo foi utilizada a média do nimero de mitocdndrias presentes em

60 imagens com magnificagao de 12000x obtidas a partir de cada grupo.

3.12. Andlise da expressdao proteica por meio da técnica de Western blotting
Para andlise da expressao das proteinas do lisado cardiaco e da mitocéndria
isolada e dos niveis de proteinas carboniladas foi utilizada como base a técnica de

Western Blotting.

a) Expresséo de proteinas no lisado cardiaco e na mitocondria isolada

As amostras de tecido cardiaco (20 ou 80 ug) e da mitocondria isolada (10 ou
30 ug) foram coletadas e imediatamente homogeneizadas em tampé&o de extracao
(100 mmol/L de NaCl, 50 mmol/L de Tris-base, 5 mmol/L de EDTA, 2 Na, 50 mmol / L
de NasP207.10H20, 1 mmol / L de MgClz, 1% de Nonidet P40, 0,3% de Triton x-100 e
0,5% de desoxicolato de sédio, pH = 8), contendo inibidor de protease (Sigma Fast,
Sigma, EUA) e inibidores de fosfatase (20 mmol/L de NaF, 1 mmol/L de NasVOas) e 0s
homogeneizados foram centrifugados por 20 minutos, a 11000 rota¢cées por minuto
em temperatura de 4°C. As proteinas totais foram medidas pelo método de Lowry
[166]. Em seguida as amostras foram diluidas em tampao Laemmli (5x, 2M Tris, pH =
6,8, 20% glicerol, 30% SDS, 25% mercaptoetanol, 0,1% Bromophenol Blue) e
submetidas aos processos de eletroforese usando gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
de 7,5%, 10% ou 12%. As proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose. Apds incubagédo com solucdo de bloqueio (Tris Base 20 mM, NaCl 100

mM pH 7,6, Tween a 0,1% com BSA 5% ou leite 5%) por 2 horas, as membranas
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foram incubadas a 4°C, “overnight” com anticorpos especificos primarios: anti-
SERCA2 (1:1000. 80 pug. Santa Cruz 8094), mouse anti-Mfn-1 (1:100. 80 pg. Santa
Cruz 166644), rabbit PGC-1a (1:500. 80 pg. Santa Cruz 13067), mouse anti-Tfam
(1:2000. 30 pg. Santa Cruz 376672), rabbit anti-NRF-1 (1:500. 80 pg. Santa Cruz
33771), anti-MCU (1:1000. 20 pg. Sigma-aldrich HPA037480), Catalase (1:12000. 30
Hg. Sigma-aldrich C0979), NOX-1 (1:400. 80 pg. Sigma-aldrich SAB4200097), NOX-4
(1:2000. 25 pg. Sigma-aldrich SAB1304615), CuZn-Sod (1:6000. 80 pg. Sigma-aldrich
SAB 5200083) anti-OXPHOS (1:2500. 10 pg. Abcam 110413) and CypD (1:1000. 20
Hg. Mitoscience 110324) anti-PLB (1:2000. 25 pg. Santa Cruz 393990), anti-AMPKa
(1:1000. 80 pg. Cell Signaling #2532), anti-Mn-Sod (1:5000. 10 pg. Millipore 06-984)
anti-NOX-2 (1:2500. 80 pg. BD Biosciences 611414). Apos o periodo de incubacao
com anticorpo primario, as membranas foram lavadas e incubadas durante 1 hora com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase (HRP) [1:5.000]: anti-mouse (1:5000;
Sigma), anti-rabbit (1:5000; Sigma) ou anti-goat (1:5000, Sigma). As bandas
imunorreativas foram detectadas com uma reacao de quimioluminescéncia utilizando
substrato de peroxidase (ECL Prime; Amersham, Little Chalfont, UK) e a reacao foi
captada usando o software ChemiDoc system (Bio-rad Image Lab 5.2.1). A imagens
foram quantificadas usando o software Image J (Image V1.56; National Institutes of
Health, EUA). Em cada ensaio experimental fez-se a normalizacdo no lisado cardiaco
pela proteina GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 1:3000; Santa Cruz) ou
por Ponceau para a mitocondria isolada, com vista a diminuir os possiveis erros

associados as variagfes nas concentragdes das proteinas.
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b) Deteccao de Oxidac&o de Proteinas Carboniladas

O nivel de proteinas carboniladas foi avaliado conforme descrito por Antony et
al. (2004) [169], utilzando kit comercial (Oxyblot, Millipore). Nesse método, 20 ug do
lisado mitocondrial foram incubados com DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) por 15
minutos, promovendo a reacdo de DNPH com grupos carbonil das cadeias laterais
das proteinas, resultando em 2,4-dinitrofenilhidrazona. Em seguida, as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%) e em
seguida foi realizada transferéncia (1 hora/100 volts) das proteinas separadas no gel
para uma membrana. A ligacdo inespecifica de proteinas na membrana foi diminuida
pela incubacgéo destas com 10 mL de solucdo bloqueadora (5% de leite ou BSA em
TBS-T) por 2 horas em temperatura ambiente. Estas membranas foram
posteriormente incubadas com anticorpo primario (anti-DNP 1: 150) especifico para
2,4-dinitrofenilhidrazona por 1 hora em temperatura ambiente. Na sequéncia as
mesmas foram lavadas 8 vezes por 40 minutos com solucédo TBS-T (solucédo tampao
Tris acrescida de tween-20) e incubadas por 1 hora com anticorpo secundario (anti-
IgG 1:300) marcado com peroxidase em solu¢do bloqueadora. Para determinar a
especificidade das proteinas oxidadas, foi fornecido pelo kit um controle positivo. O
tratamento das amostras com solucao de controle serviu como controle negativo ao
tratamento com DNPH. Como controle adicional, o anticorpo anti-DNP foi omitido. A
imunodetecgdo das bandas foi promovida pela reagdo quimioluminescente apds uso
do sistema ECL Western blotting Detection Reagents (Amersham, EUA) e

posteriormente quantificadas pelo sistema ImageJ (NIH, EUA).
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3.13. Drogas e reagentes quimicos
Sais e reagentes utilizados, quando nédo indicado de outro modo, foram

adquiridos da Sigma and Merck (Darmstadt, Alemanha).

3.14. Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como Média + erro padrdo da média (EPM).
Analise de variancia (ANOVA) de duas vias foi usada para identificar possiveis
alteracdes induzidas pelos fatores exercicio e ovariectomia, seja isoladamente ou por
interacao. O teste post-hoc de Fisher foi usado para multiplas comparagdées quando
diferencgas significantes foram detectadas pela ANOVA. O valor de alfa considerado
como significativo foi de 5% (p < 0,05).

O numero de animais (N) utilizado em cada protocolo experimental esta

descrito na sessao de Resultados.
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4. RESULTADOS

Para o melhor entendimento dos resultados referentes aos efeitos de doze
semanas de treinamento fisico aerdbico sobre a contratilidade e bioenergética
cardiaca em modelo animal de privagdo de hormdnios sexuais femininos,

organizaremos o texto em subsecgdes.

4.1 Caracteristicas gerais e medida da capacidade fisica

Os dados ponderais e as medidas de capacidade fisica ao teste de esforco
estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

O peso corporal (PC) inicial n&do foi diferente entre os grupos. No entanto, o PC
aumentou significativamente no grupo Ovx (p < 0,01) em relacdo ao Sham, que, no
entanto, foi impedido pelo treinamento fisico apés 12 semanas (p < 0,01, OvxEXx vs
Ovx). Resultado semelhante foi obtido para o £ de gordura corporal (parametrial,
visceral, retroperitoneal). O peso do utero (PU) foi usado para avaliar a eficiéncia da
ovariectomia. Como esperado, uma reducao significativa no PU foi observada nos dois
grupos Ovx (p < 0,01) em relagédo ao Sham, confirmando assim que a cirurgia foi bem
sucedida. O peso do coracao (PCor, p < 0,05) e o PCor ajustado ao comprimento da
tibia (p < 0,05) foram significativamente alterados pela ovariectomia quando
comparado ao grupo Sham. O peso do ventriculo esquerdo (PVE) e o PVE ajustado
ao comprimento tibial ndo foram diferentes entre os grupos. Em relacdo ao ventriculo
direito (VD), seu peso estava aumentado no grupo Ovx em relagcédo ao Sham (p < 0,05)

(Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros ponderais das ratas Sham e ovariectomizadas apds 12

semanas de treinamento fisico aerdbhico.

Sham Ovx ShamEx OvXxEXx
(n=12) (n=12) (n=7) (n=8)
PC inicial
206 £ 2 210+ 4 212+ 7 206 +7
)
PC final u
29919 342 +11* 279+ 11 207+ 4
)
2 de gordura M
18+2 24 + 2% 14+ 2 11 + 1*
(9)
CT
32,8+£0,3 32,7+£0,2 31,8+0,4 325+04
(CT, mm)
PU
687 + 44 145 + 18* 750 + 62 159 +17*
(mg)
PCor
794 + 25 914 + 64* 801 + 33 820 + 17
(mg)
PCor/CT
24,2 +0,7 28 +1.9% 25,1+0,8 25,2+ 0,7
(mg/mm)
PVE
565 + 17 611 +24 568 £ 24 573+11
(mg)
PVE/CT
17,2+0,5 19+£0,7 18+0,6 18+0,4
(mg/mm)
PVD
mg) 0,15 £ 0,005 0,23 £ 0,06* 0,15 £+ 0,006 0,16 £ 0,008
mg

PC, peso corporal. £, somatério. CT: comprimento da tibia. PU, peso do Utero. PCor, peso do

coracdo. PVE, peso ventriculo esquerdo. PVD, peso ventriculo direito. Dados expressos como

Média + EPM. Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia de dois

fatores (ANOVA) seguidos pelo teste post-hoc de Fisher. *p < 0,05 vs Sham. #p < 0,05 vs Ovx.

O numero de animais esta indicado entre parénteses.

Todos os animais foram submetidos ao teste de capacidade fisica em esteira

rolante, até a exaustéo, tanto no inicio quanto ao final do protocolo (Tabela 2). O tempo
total até a fadiga (TTF) no inicio e no final do programa de treinamento foi obtido como
uma medida do desempenho de corrida. Uma abordagem semelhante foi realizada

para determinar a velocidade maxima de corrida no inicio e no final do programa de
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treinamento. Como esperado, a variacdo do tempo até a fadiga (p < 0,01) e a
velocidade méxima de corrida (p < 0,01) (ou seja, capacidade de corrida) foram
substancialmente aumentadas em ambos 0s grupos treinados com exercicio (Tabela
2). Cabe destacar que, antes do inicio do protocolo, a capacidade de corrida de todos
os grupos era semelhante (TTF, em min: Sham: 23 £ 1, Ovx: 23 £ 1, ShamEx: 25+ 1
e OvxEx: 24 + 1.) e (VMC, em m/min: Sham: 24 + 1, Ovx: 25 + 1, ShamEx: 26 £ 1 e

OvxEx: 26 = 1).

Tabela 2. Capacidade fisica de ratas ovariectomizadas apds 12 semanas de

treinamento fisico aerdébico.

Sham Ovx ShamEx OvXEX
(n=12) (n=12) (n=7) (n=8)
TTF
23+1 231 25+1 24+1
(inicial, min)
TTF
14+1 14+1 38 + 2* 35+ 3*
(final, min)
VMC
241 251 262 251
(inicial, m/min)
VMC 19+1 18+1 37 +1* 35 + 2%
(final, m/min)

TTF, tempo total até a fadiga. VMC, velocidade maxima de corrida. Dados expressos como
Média + EPM. Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia de dois
fatores (ANOVA) seguidos pelo teste post-hoc de Fisher. *p < 0,05 vs Sham. #p < 0,05 vs Ovx.

O nuimero de animais esta indicado entre parénteses.
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4.2 Disfuncdo da contratilidade miocardica induzida pela ovariectomia e
respostas ao treinamento fisico

A partir da caracterizagdo do modelo animal e dos parametros de treinamento
fisico obtidos, nosso préximo objetivo foi avaliar a funcdo contrétil cardiaca e as
respostas ao treinamento fisico aerdébico de ratas ovariectomizadas. Para isso,
optamos por fazer as andlises no masculo papilar e no cardiomidcito isolados.

A ovariectomia induziu uma diminuicdo significativa na forca muscular do
papilar isolado, como mostrado na figura 17A. Como esperado, o aumento de [Ca?*]
extracelular resultou em uma resposta inotropica positiva nos musculos papilares de
todos os grupos. No entanto, a resposta inotropica a [CaCl2] 1,25, 2,5 e 3,75 mM foi
menor no grupo Ovx. Por outro lado, o treinamento fisico evitou a redugéo da forca
contrdtil, pois a resposta inotropica dos musculos papilares do grupo OvxEx foi
semelhante aos grupos Sham e ShamEx ([Ca?*] 3,75 mM: Sham vs Ovx, p < 0,01;
Ovx vs ShamEx, p < 0,01; Ovx vs OvxEx, p < 0,01; figura 17A).

As medidas dos transientes de Ca?* intracelular ([Ca2+]) foram realizadas em
cardiomidcitos isolados do VE dos animais de todos 0s grupos experimentais. Apesar
da reducdo da contratilidade observada no musculo papilar no grupo Ovx em
comparacdo ao Sham, a amplitude do transiente de Ca?* foi semelhante entre esses
dois grupos. Por outro lado, o treinamento fisico aumentou o transiente de [Ca2+]i no
grupo OvxEx (p < 0,01) (Figura 17B). Como a expressao da proteina SERCAZ2 estava
diminuida no grupo Ovx comparado ao Sham, nés analisamos o tempo de recaptacdo
ao calcio (T50) como mostrado na figura 17C. A ovariectomia aumentou o T50
comprado ao Sham, indicando que a recaptacéo de célcio é mais lenta no grupo Ovx
(Sham vs Ovx, p < 0,01). O treinamento fisico nao foi capaz de reduz o T50, (p = 0,07,

Figura 17C).
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A figura 17D apresenta os tracados gerados para o transiente de [Ca2+]i e a
figura 17E mostra o0s registros tipicos das imagens de fluorescéncia nos
cardiomiécitos dos animais dos grupos experimentais, incubados com o indicador

fluorescente de Ca?* (Fluo-4 AM), e estimulados eletricamente na frequéncia de 1 Hz.

A B C

5 300

159 o Sham (n=5) @8 Sham

-# Ovx (n=5)
-4+ ShamEx (n=5) «&
1.0 -*- OvxEx (n=5)

*
200
' : ‘ 100 I
2 61 65 70
0.0 0 {58) |l (55) (63) [l (66) 0 (62) | (61) (65) | (70)

*

T50 (ms)

0.5

Forga (g/mg’™")

]
L]
1
;

=~
*

Transiente de Ca®* (FiFq)}
N w

0.62 1.25 250 3.75 Controle Exercicio Controle Exercicio
ca®* (mM)

B Shain Sham Ovx

Ovx
Ju\

OvxEx ShamEx OvxEx

ShamEx

NI

Figura 17. O treinamento fisico aerébico melhora disfuncdo contrétil cardiaca de ratas submetidas a

20 pm

1sec 1sec

privacdo hormonal apés doze semanas de ovariectomia. A, Forga isométrica (g/mg) do musculo
papilar isolado do ventriculo esquerdo medida com diferentes concentracdes de CaClz extracelular
(0,62, 1,25, 2,5 e 3,75 mM). B, Amplitude do transiente de Ca?*. C, Tempo 50% do decaimento do
transiente de Ca?" (T50 ms). D, Tracado representativo do transiente de Ca?'. E, Imagens
representativas da fluorescéncia do transiente de Ca?*. Escala = 20 ym. Os numeros entre parénteses
nos experimentos com o cardiomidcito isolado indicam o nimero de células de quatro animais de
cada grupo. Dados expressos como Média + EPM. Os dados foram comparados entre os grupos pela
andlise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguidos pelo teste post-hoc de Fisher. *p < 0,05 vs.

Sham. #p < 0,05 vs. Ovx. &p < 0,05 vs. ShamEx. O nimero de animais esta indicado entre parénteses.
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Para investigar as caracteristicas intracelulares responséaveis pelas alteracdes
na sinalizagcdo de Ca?* em cardiomidcitos isolados de VE de ratas ovariectomizadas,
nés avaliamos, posteriormente, os niveis de expressdo de SERCA2 e PLB, dois
determinantes moleculares chave do transiente de Ca?*. Como mostrado na figura
18A, a expressao da SERCAZ2 estava reduzida nos coracdes das ratas Ovx em relagao
as Sham (0,66 £ 0,03 vs 1,03 = 0,06, p < 0,05); e esta reducdo na SERCAZ2 foi evitada
pelo TF (Ovx vs OVvxEXx, p <0,01). Por outro lado, a expresséo proteica do PLB estava
aumentada no grupo Ovx em comparagdo ao Sham (p < 0,05) e o TF néo foi capaz

de prevenir este aumento (p = 0,86, Figura 18B).
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Figura 18. Expressédo das proteinas reguladoras do transiente de [Ca?*]i SERCA2 e PLB no ventriculo
esquerdo de ratas submetidas a privacdo hormonal apés doze semanas de ovariectomia. A e B, Expressao
proteica da SERCAZ2 e do fosfolambam total (PLB). Dados expressos como Média + EPM. Os dados foram
comparados entre 0os grupos pela analise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguidos pelo teste post-
hoc de Fisher. *p < 0,05 vs. Sham. #p < 0,05 vs. Ovx. &p < 0,05 vs. ShamEx. O numero de animais esta

indicado entre parénteses.
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Adicionalmente, ndés avaliamos a area de superficie das células dos
cardiomiécitos isolados (Figura 19A). Um aumento na &rea de superficie dos
cardiomiécitos foi observado nos grupos Ovx e OvxEx quando comparados aos
grupos Sham e ShamEx. Achado semelhante foi encontrado em relacdo a massa

cardiaca total no grupo Ovx (Tabela 1). A figura 19B, mostra imagens representativas

de imunofluorescéncia para alfa-actinina.
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Figura 19. Area celular de cardiomidcitos de ratas submetidas a privacdo hormonal apés doze semanas de
ovariectomia. A, Quantificagdo da area do cardiomiécito dos experimentos mostrados em B. B, Imagens
representativas da imunofluorescéncia por alfa-actinina. Escala = 20 um. Os nameros entre parénteses nos
experimentos com o cardiomidécito isolado indicam o nimero de células de quatro animais de cada grupo.
Dados expressos como Média + EPM. Os dados foram comparados entre os grupos pela analise de

variancia de dois fatores (ANOVA) seguidos pelo teste post-hoc de Fisher. *p < 0,05 vs. Sham. #p < 0,05 vs.

Ovx. ép < 0,05 vs. ShamEx.
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4.3 AlteragOes estruturais em mitocondrias induzidas pela ovariectomia

ApGs constatarmos alteracdes na contratilidade cardiaca de ratas submetidas
a privacao hormonal, nosso préximo passo foi investigar se estas alteracdes contrateis
induziram modificagbes na estrutura/morfologia da mitocéndria, no coragéo.

Para caracterizar as mudancas nas subpopula¢cées mitocondriais entre 0s
grupos, primeiro avaliamos o numero de mitocdndrias. Como mostrado na figura 20A,
0 numero de mitocéndrias foi maior no grupo Ovx quando comparado ao Sham (p <
0,01). O TF foi efetivo em prevenir o aumento deste parametro, que foi semelhante
entre OvxEx e Sham (Figura 20 A). A andlise detalhada das dimensdes mitocondriais
mostrou uma reducdo significativa na area da secado transversal (Figura 20B), da
subpopulacdo IFM no grupo Ovx. O TF impediu estas mudancas na morfologia
mitocondrial induzida pela ovariectomia. A fim de investigar oS mecanismos
responsaveis pela alteracdo da morfologia mitocondrial; avaliamos a expressao
proteica da isoforma 1 da mitofusina (Mfn-1), que esta envolvida na regulacéo da fusao
mitocondrial. A figura 20C mostra a expressdo da Mfn-1. Nés encontramos uma
diminuicdo na expressao da proteina Mfn-1 (p < 0,05) nos coracdes das ratas Ovx
comparado ao Sham, o que néo foi evitado pelo TF (Ovx vs OvxEx, p = 0,82).

As figuras 20D até 20K mostram as imagens representativas de mitocondrias
intermiofibrilares por meio da MET. A analise ultramicroscépica do tecido cardiaco,
detectou a formacdo de pequenas mitocondrias no grupo Ovx em relagdo ao Sham

(Figuras 20D e 20E).
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Figura 20. Treinamento fisico aerdbico restaura as alteragdes morfolégicas mitocondriais de ratas
submetidas a privacdo de hormbnios sexuais femininos apds doze semanas de ovariectomia. A,
Quantificacdo do nimero de mitocondrias por microscopia eletronica de transmissdo (MET). B, Area
por mitocdndria individual medida por MET de 4 animais por grupo. C, Expresséo proteica da Mfn-1.D,
Imagens representativas da subpopulacgéo intermiofibrilar mitochondrial por MET do Sham. E, do Ovx.
H, do ShamEx e |, do OvxEx, a escalaem D, E, H e | =2 um. F, Imagens ampliadas do Sham, G, Ovx,
J, ShamEx e K, OvxEx. Escala em F, G, J e K = 0:,5 um. Dados expressos como Média + EPM. Os
dados foram comparados entre os grupos pela analise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguidos
pelo teste post-hoc de Fisher. *p < 0,05 vs. Sham. #p < 0,05 vs. Ovx. p < 0,05 vs. ShamEx. O nimero

de animais esté indicado entre parénteses.
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4.4 Treinamento fisico aerdbico e fosforilacdo oxidativa

Apbés a verificacdo da disfuncdo contratii com consequente disfuncao
mitocondrial, nés avaliamos a fosforilacdo oxidativa da CTE.

A avaliacdo da respiracdo mitocondrial das subpopulacbes IFM e SSM foi
avaliada por substratos especificos ao Complexo | e Complexo Il da CTE (palmitoil-L-
carnitina, glutamato + malato, piruvato + malato e succinato na presenca do inibidor
rotenona), que conhecidamente participam das func¢des respiratorias fisiolégicas no
tecido cardiaco.

Como mostrado na tabela 3, na presenca de piruvato + malato, a taxa maxima
de respiracdo mitocondrial (Estado 3) e a taxa de controle respiratorio (indice de
medida da capacidade maxima das mitocéndrias em aumentar a producdo de ATP
acima de valores basais em resposta a estimulacao por ADP), ndo diferiram entre os
grupos na subpopulacéo IFM. Embora ndo tenhamos encontrado nenhuma diferenca
no Estado 4 entre Sham e Ovx, houve uma tendéncia ao aumento no grupo Ovx (p =
0,08). Além disso, 0s animais ovariectomizados que realizaram treinamento fisico
apresentaram valores mais elevados de relacdo ADP:O quando comparados a Sham
e Ovx (Ovx vs OvxEX, p < 0,01) (Tabela 3A). Ja na subpopulacdo SSM, o TF reduziu
a taxa maxima de respiracdo mitocondrial (Estado 3) em ratas ovariectomizadas
comparadas a seu controle (Ovx vs OvxEX, p < 0,05) e também reduziu o aumento no
Estado 4 no grupo OvxEx (p < 0,01). O TF aumentou apenas a relacdo ADP: O no
grupo OvxEx em relagcdo aos grupos Sham e Ovx (p < 0,05). Ndo observamos
diferencas nos valores de RCR na SSM (Tabela 3). Esses dados sugerem que a
glicélise nao é afetada pela ovariectomia ou pelo treinamento fisico aerdbico, pois no
coracao, 60-90% do acetil-CoA vem da B-oxidagéo dos acidos graxos, e 10-40% vem

da oxidacdo do piruvato que é derivado em quantidades aproximadamente iguais da
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glicolise, via oxidacdo do lactato. A via glicolitica converte glicose 6-fosfato e NAD*

em piruvato e NADH e gera dois ATP para cada molécula de glicose. O NADH e o

piruvato formados na gliclise sdo transportados para a matriz mitocondrial para gerar

CO2 e NAD* e completar o processo de glicélise a partir da oxidacado aerdbica ou

convertidos em lactato e NAD* no citosol (glicolise ndo oxidativa). Ambos o0s

substratos (glutamato + malato e piruvato) sdo formados na etapa final da glicélise

[170-174].

Tabela 3. Respiracdo mitocondrial da cadeia transportadora de elétrons de ratas

ovariectomizadas apos doze semanas de treinamento fisico aerdbico na presenca dos

substratos energéticos Piruvato + Malato.

Sham Ovx ShamEx OvxEx
IFM (n=8) (n =10) (n=5) (n =6)
Estado 3 225+ 9 198 + 11 234 +19 192 + 18
Estado 4 68 + 6 81+5 66 + 6 59 + 5#
RCR 3,8+0,5 3,1+0,2 3,7+0,2 3,4+0,2
ADP:O 3,1+0,2 28+0,3 3,9+0,8 4,3 +0,6**
SSM (n=28) (n=8) (n=4) (n =6)
Estado 3 191+8 195+ 10 189 + 16 163 + 12#
Estado 4 47 +2 66 + 6™ 48 + 6 49 + 4%
RCR 3,6+0,3 3,7+0,5 3,8+0,7 34+0,2
ADP:O 40+0,2 3,1+£0,3 50+1,0 5,8 +0,8*

Avaliacdo da cadeia respiratdéria mitocondrial das subpopulagfes isoladas intermiofibrilar (IFM) e

subsarcolemal (SSM) de ventriculo esquerdo de ratas Sham, Ovx, ShamEx, e OvxEx. Respiracdo maxima

no Estado 3 (na presenca de ADP); respiracdo maxima no Estado 4; RCR, Raz&o controle respiratério

(Estado 3/Estado 4); ADP:O, razao fosfato inorganico/oxigénio. Taxas respiratdrias expressas em nanomol
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de oxigénio/min/mg de proteina. Dados expressos como Média + EPM. *p < 0,05 vs Sham. #p < 0,05 vs
Ovx. Os dados foram comparados entre os grupos pela analise de variancia de dois fatores (ANOVA)

seguidos pelo teste post-hoc de Fisher. O nimero de animais esta indicado entre parénteses.

A atividade do Complexo Il foi medida a partir do substrato succinato e do
inibidor rotenona (Tabela 4). Na IFM, nenhuma diferenca entre os grupos foi
observada para o Estado 3, Estado 4 e RCR (Tabela 4). Apenas para a razdo ADP:O
foram detectadas diferencas nos grupos exercitados (ShamEx e OvxEx) em
comparacao ao Sham e a Ovx (Sham vs ShamEx, p < 0,05 e Ovx vs OvxEXx, p < 0,01)
(Tabela 4). Na subpopulacdo SSM, o Estado 3 foi maior no grupo ShamEx em relacao
ao Sham, respectivamente (327 + 23 -vs 270 + 13 nmol O2.mg'.min"!, p < 0,05)
enquanto o Estado 4 foi maior no grupo Ovx comparado ao Sham (130 +5vs 104 + 6
nmol O2.mg-'.min"!, p < 0,01). O TF foi efetivo ao prevenir o aumento do Estado 4 e a
reducdo da razdo ADP:O induzida pela ovariectomia (Tabela 4), sugerindo que a
ovariectomia induziu o desacoplamento mitocondrial na subpopulacdo SSM e o

treinamento fisico preveniu essas alteracoes.
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Tabela 4. Respiracado mitocondrial da cadeia transportadora de elétrons de ratas
ovariectomizadas ap6s doze semanas de treinamento fisico aerébico na presenca

do substrato energético Succinato.

Sham Ovx ShamEx OvxEXx
IFM (n=9) (n =10) (n=7) (n=6)
Estado 3 31317 315+ 18 308 + 26 317+ 18
Estado 4 130+ 8 147 + 6 134+ 8 127 £ 10
RCR 2,1+0,1 2,2+0,1 2,1+0,1 23+0,2
ADP:O 2,2+0,2 1,7+0,2 3,0+0,4* 2,7 £0,08*
SSM (n=10) (n =12) (n=5) (n=5)
Estado 3 270+ 13 30115 327 +23* 287 + 16
Estado 4 104 £ 6 130 £ 5* 100 + 9# 86 + 7#
RCR 2,6+0,2 24+0,2 2,3+0,2 2,3+0,2
ADP:O 2,0+0,16 1,5+0,12* 2,0+£0,17 2,0+0,2%

Avaliacao da cadeia respiratéria mitocondrial das subpopulagdes isoladas intermiofibrilar (IFM) e
subsarcolemal (SSM) de ventriculo esquerdo de ratas Sham, Ovx, ShamEx, e OvxEx. Respiracao
méxima no Estado 3 (na presenca de ADP); respiragdo maxima no Estado 4; RCR, Raz&o controle
respiratorio (Estado 3/Estado 4); ADP:O, raz&o fosfato inorganico/oxigénio. Taxas respiratérias
expressas em nanomol de oxigénio/min/mg de proteina. Dados expressos como Média + EPM. *p
< 0,05 vs Sham. #p < 0,05 vs Ovx. Os dados foram comparados entre 0s grupos pela anéalise de
variancia de dois fatores (ANOVA) seguidos pelo teste post-hoc de Fisher. O nimero de animais

esta indicado entre parénteses.

Ainda para comprender as possiveis alteracfes induzidas pela Ovx sobre a
CTE, nés avaliamos o “shuttle” do aspartato a partir da utilizagdo dos substratos
Glutamato + Malato para geracéo de NADH (fonte do elétron para o Complexo I). N&o
foram observadas diferencas para o Estado 3 entre os grupos nas subpopula¢cdes IFM

e SSM (Figura 21A e 21C). Contudo, observamos aumento do Estado 4 em ambas
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subpopulac¢des no grupo Ovx em relacdo ao grupo Sham (p < 0,05) (Figuras 21B e
21D). O TF foi capaz de prevenir o aumento no Estado 4 induzido pela Ovx em ambas
as subpopulagGes no grupo OvxEx (p < 0,01). Estes dados demonstram que a
ovariectomia ndo afeta a oxidacéo do substrato, mas induz o desacoplamento da CTE

mitocondrial em ambas as subpopula¢des, principalmente na IFM.
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Figura 21. Respiracao mitocondrial das subpolac¢des isoladas do ventriculo esquerdo na presenca
dos substratos energéticos Glutamato + Malato. A e B, Respiracdo méaxima dos Estados 3 e 4 na
mitocdndia intermiofibrilar (IFM) para o complexo |. C e D, Respiragdo maxima dos Estados 3 e 4

na mitocéndia subsarcolemal (SSM) para o complexo |. Dados expressos como média + EPM e,
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comparados entre os grupos pela analise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguidos pelo

teste post-hoc de Fisher. *p < 0,05 vs. Sham. #p < 0,05 vs. Ovx. &p < 0,05 vs. ShamEXx.

Em seguida, nés avaliamos a B-oxidacdo a partir da presenca do substrato
especifico Palmitoil-L-carnitina. O Estado 3 estava diminuido em ambas as
subpopulac¢des mitocondriais (IFM e SSM) no grupo Ovx comparado ao grupo Sham
(p <0,01) (Figuras 22A e 22C ). O TF foi capaz de prevenir esta diminuigdo no Estado
3 na IFM (Ovx vs OvxEx), mas néo foi efetivo na SSM (IFM: 183,8 + 7,8 vs 130,4 *
7,4, p < 0,01; SSM: 166,2 £ 9,5 vs 136,4 £ 11,4, p = 0,15) (Figuras 22A e 22C,
respectivamente). Na IFM, foi observado um aumento no Estado 4 no grupo Ovx em
relagdo ao grupo Sham (p < 0,01) (Figura 22B). Além disso, na SSM o Estado 4 estava
diminuido no grupo OvxEx quando comparado ao Ovx (p < 0,05) (Figura 22D). Como
observado, houve uma melhora na bioenergética mitocondrial nos grupos exercitados,
especificamente com a palmitoil-L-carnitina. O cora¢do adulto normalmente obtém de
50 a 70% de seu ATP a partir de 4cidos graxos e essas alteracdes na oxidacao desses

acidos podem ter consequéncias energéticas e funcionais significativas no coracao.
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Figura 22. Respiragdo mitocondrial das subpola¢des isoladas do ventriculo esquerdo com o substrato

energético Palmitoil. Avaliagdo da B-oxidagcdo. A e B, Respiragdo maxima dos Estados 3 e 4 na

mitocondia intermiofibrilar (IFM). C e D, Respiracdo méaxima dos Estados 3 e 4 na mitocondia

subsarcolemal (SSM). Dados expressos como média + EPM e, comparados entre os grupos pela andlise

de variancia de dois fatores (ANOVA) seguidos pelo teste post-hoc de Fisher. *p < 0,05 vs. Sham. #p <

0,05 vs. Ovx. &p < 0,05 vs. ShamEx.

Para confirmar se, além desses resultados obtidos na fungéo respiratoria

mitocondrial, os complexos respiratorios da CTE estariam aumentados, nos avaliamos

a expressao proteica dos complexos da CTE pela técnica de Western Blotting (Figuras



89

23A e 23B). Conforme mostrado na figura 23A, na IFM, a expresséo proteica do
complexo | estava diminuida no grupo Ovx quando comparado ao grupo Sham (p <
0,05). O grupo treinado ndo mostrou melhora deste parametro (p = 0,07). Também
observamos uma diminui¢cdo no complexo IV no grupo Ovx em relacdo ao Sham (p <
0,05) e o TF sendo capaz de restaurar esta reducao a niveis semelhantes ao grupo
Sham (Ovx vs OvxEx, p < 0,04). Também ndo observamos nenhuma diferenca no
complexo Il no grupo Ovx quando comparado ao Sham (p = 0,06). Para os complexos
Il e V, nenhuma diferenca entre os grupos foi encontrada (Figura 23A). Na
subpopulacdo SSM, foi encontrado apenas uma redugdo no complexo Il no grupo
OvxEx em relacdo ao Sham (p < 0,05) (Figura 23B). Estes dados nos levam a
conclusdo de que, embora a expressao proteica da CTE esteja reduzida, os dados
funcionais indicam que a oxidacdo/fosforilacdo mitocondrial ndo € alterada com
substratos para o Complexo | e Il. No entanto, pode ser possivel que esta reducéo na
expressao de proteinas dos complexos possa afetar a funcdo mitocondrial apés um
periodo mais longo. Em conjunto, esses dados apontam o TF como um importante

modulador positivo da funcdo mitocondrial cardiaca.
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Figura 23. Expressao proteica dos complexos da cadeia transportadora de elétrons (OXPHOS) das

subpopula¢gdes mitocondriais isoladas Intermiofibrilar (IFM) e Subsarcolemal (SSM) dos grupos



91

Sham, Ovx, ShamEx e OvxEx. Dados expressos como média + EPM e, comparados entre 0s grupos
pela analise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguidos pelo teste post-hoc de Fisher. *p < 0,05

vs. Sham. #p < 0,05 vs. Ovx. &p < 0,05 vs. ShamEx.

4.5 Treinamento fisico aerdbico induz alteracdes importantes na capacidade de
retencado de célcio mitocondrial

A partir da avaliacdo da funcéo respiratoria mitocondrial cardiaca da CTE nas
subpopulacdes isoladas, intermiofibrilar e subsarcolemal, em sequéncia realizamos o
ensaio fluorimétrico para avaliarmos a abertura dos poros de permeabilidade
mitocondrial utilizando o ensaio de captacdo maxima de Ca?*, que é baseado em
adi¢cBes subsequentes em concentragdes cumulativas do ion, sendo este reconhecido
por um fluoréforo (Calcium Green). Foram realizados dois métodos estabelecidos para
avaliar a PTPM induzida por Ca?* em mitocondrias do VE.

A PTPM foi avaliada a partir do Swelling mitocondrial induzido pela [Ca?*]
elevada e refletido pela diminuicdo da absorbancia a 540 nm apés a adicdo de Ca?*
nas mitocondrias isoladas. A determinacdo da absorbancia inicial antes da adicéo de
Ca?* foi realizada para determinar os valores basais. Duas concentracdes diferentes
de Ca?* foram usadas para avaliar a tolerancia mitocondrial ao Ca?* (100 nmol ou 500
nmol Ca Ca?/mg proteina). Houve uma diminuicdo na absorbancia com adigcdo de
100 nmol ou 500 nmol de Ca?*/mg de proteina em todos os grupos, mas ndo foram
observadas diferencas na tolerancia mitocondrial ao Ca?* para ambas as
subpopulacdes isoladas (dados ndo mostrados). A capacidade de retencao de calcio
mitocondrial nas subpopulacdes de IFM e SSM foi avaliada a partir da medida da
capacidade das mitocondrias isoladas reterem o Ca?* adicionado.

Para avaliar a captacdo de calcio e abertura do poro mitocondrial entre os

grupos estudados, a mitocdndria foi novamente incubada em um tampao calcio free
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na presenca do marcador de calcio. N6s observamos uma maior sensibilidade a
PTPM induzida por Ca?' tanto na subpopulacdo IFM quanto na SSM de ratas
ovariectomizadas quando comparadas ao grupo Sham, refletindo uma [Ca?*] extra-
mitocondrial mais alta para uma dada carga cumulativa de Ca?*. Além disso, o TF
aumentou significativamente a capacidade de retencdo de Ca?* no grupo OvVxEx
guando comparado ao Sham na IFM. Comportamento semelhante foi observado na
SSM, onde o TF restaurou a capacidade de retencdo de Ca?* para o nivel do Sham
(Figuras 24A e 24B). Estes dados nos levam a conclusdo de que as mitocondrias de
ratas ovariectomizadas tem menor capacidade de retencao de célcio para uma dada

carga cumulativa de Ca?*.
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Figura 24: O treinamento fisico aerdbico restaura a capacidade de retencao de célcio mitocondrial
induzida pela privacao de hormonios sexuais femininos apés doze semanas de ovariectomia. A,
Capacidade de retencdo de célcio na subpopulagdo intermiofibrilar (IFM) e B, Capacidade de
retencdo de célcio na subpopulagdo subsarcolemal (SSM) de mitocéndrias isoladas do ventriculo
esquedo de ratas Sham, Ovx, ShamEx e OvxEx. As mitocéndrias foram preparadas para abertura

de poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (PTPM) com exposi¢do progressiva a 25 nmol
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[Ca%*)/ mg de proteina mitocondrial foi injetada a cada 7 min, e captacdo maximia de Ca?* foi
registrada a cada 2 segundos usando 750 nM de Calcium Green-5N. Dados expressos como média
+ EPM. Os dados foram comparados entre os grupos pela analise de variancia de dois fatores
(ANOVA) seguidos pelo teste post-hoc de Fisher. *p < 0,05 vs. Sham. #p < 0,05 vs. Ovx. O nimero

de animais est4 indicado entre parénteses.

Sabendo que a mitocondria apresenta importante papel no tamponamento do
Ca?* e que prejuizos no transiente de Ca?* sdo geralmente observados durante a
disfuncdo cardiaca [95, 175, 176], questionamos se a capacidade reduzida de
retencdo de Ca?* pela mitocondria no grupo Ovx estaria associada ao desequilibrio da
homeostase do ion na organela, causando falhas na maquinaria contratil cardiaca.
Com o intuito de investigar os mecanismos envolvidos na capacidade de retencao do
calcio, avaliamos por meio da técnica de Western blotting a expressao proteica do
canal uniporter mitocondrial (MCU) e da ciclofilina D (CypD) em mitocondrias isoladas
dos diferentes grupos estudados. A via predominante de influxo de Ca?* na
mitocondria é pelo MCU. Na subpopulacao IFM, a expressao proteica do MCU estava
aumentada em ambos 0s grupos exercitados em relagcdo aos seus controles (Sham
vs ShamEx, p < 0,05 e Ovx vs OvxEx, p < 0,01) (Figura 25A). Contudo, na SSM,
nenhuma diferenca significativa foi observada (Figura 25B). Estes dados sugerem que
o estimulo hipertrofico (fisioloégico) para aumentar o trabalho cardiaco é caracterizado
por um aumento similar na disponibilidade de proteinas que formam o canal uniporter.

Por outro lado, observamos um aumento expressivo no conteudo protéico da
CypD na IFM no grupo Ovx em relacdo ao grupo Sham (p < 0,01), com 0 exercicio
sendo efetivo em restaurar essa superexpressao ao nivel do grupo Sham (Ovx vs
OvxEx, p < 0,01) (Figura 25C), enquanto nenhuma alteracdo foi detectada no
conteudo de proteina da CypD na subpopulacédo -SSM (Figura 25D). O aumento na

expressdo da CypD esta ligado ao aumento da formacao de PTPM, pois o calcio se



95

liga a CypD para induzir a formacao de PTPM. O aumento da CypD na subpopulacao

IFM de animais Ovx poderia explicar o aumento na formagé&o dos poros mitocondriais.
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Figura 25. Expressado proteica do canal uniporter mitocondrial (MCU) e Ciclofilina D (CypD) das

subpopula¢des mitocondriais isoladas do ventriculo esquerdo de ratas ovariectomizadas submetidas

ao treinamento fisico aerodbico. E e F, Expressao proteica da Ciclofilina D (CypD) das subpopulacées

IFM e SSM, respectivamente. Dados expressos como média + EPM. Os dados foram comparados

entre os grupos pela andlise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguidos pelo teste post-hoc de

Fisher. *p < 0,05 vs. Sham. #p < 0,05 vs. Ovx. O nimero de animais esta indicado entre parénteses.
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4.6 O treinamento fisico aer6bico melhora a via de sinalizacdo da biogénese
mitocondrial

Nossos dados demonstraram que animais ovariectomizados submetidos ao TF
por 12 semanas, apresentaram melhora da regulacdo da fungdo mitocondrial
cardiaca. Parte desta melhora pode ser atribuida a uma melhor regulacdo da
biogénese mitocondrial por meio de uma adaptacédo ao exercicio fisico praticado de
forma regular. Assim, nosso proximo passo, foi investigar se a ovariectomia e/ou o
treinamento fisico aerébico interferiram na via de sinalizacdo da biogénese
mitocondrial.

A melhoria da densidade e respiracdo mitocondrial, bem como a capacidade
oxidativa maxima depende de fatores de transcricdo envolvidos no metabolismo de
acidos graxos, como a proteina quinase ativada por AMP (AMPK-a), coativador do
receptor ativado por proliferador de peroxissoma 1- a (PGC1-a ), fator respiratorio
nuclear 1 (NRF -1) e fator de transcricdo mitocondrial A (Tfam).

A proteina AMPK-a é bem conhecida como um sensor de energia € um
regulador do metabolismo cardiaco. Quando avaliamos sua expresséao, verificamos
gue os animais submetidos a ovariectomia apresentaram reducdo em seu contéudo
protéico em relacdo ao grupo Sham (p < 0,05), ao passo que no grupo OvxEx em
relacdo ao seu controle (Ovx vs OvxXEX, p < 0,002), o TF foi capaz de restaurar estes
valores (Figura 26A). De forma inesperada, a expressao desta proteina foi menor no
grupo ShamEx quando comparado ao Sham (p < 0,01) (Figure 26A). Como a AMPK-
a fosforila o PGC1-a para translocagédo para a mitocondria, avaliamos os niveis de
proteina do PGC-la. O PGC-1a é uma proténa co-ativadora, uma classe de
reguladores de transcricdo que, embora, ndo se ligue ao DNA diretamente, também

pode controlar programas de resposa génica. O PGC-1a auto regula sua propria
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transcricdo e se liga a regido promotora de seus genes alvo como os fatores
respiratérios nucleares 1 e 2 e estimula sua expressao. A figura 26B mostra que a
ovariectomia induziu uma diminui¢cao na expressao do PGC-1a em relagéo ao grupo
Sham (p < 0,01) que foi impedida pelo exercicio no grupo OvXEx comparado ao seu
controle (p < 0,01).

Seguindo a cascata de eventos da via de sinalizacdo da biogénese
mitocondrial, também foi avaliado o NRF-1 - fator de transcricdo que trans-ativa genes
codificadores nucleares codificando proteinas chave que regulam a transcricdo e
replicacdo do DNAmt e proteinas destinadas a mitocondria como o Tfam. Observamos
uma reducdo do NRF-1 no grupo Ovx em compara¢ao ao grupo Sham (p < 0,01) com
valores restaurados no grupo Ovx exercitado (p < 0,01) (Figura 26C). Em seguida,
avaliamos o contetdo protéico do Tfam.O Tfam tem um importante papel para a
replicacdo, transcricdo e estrutura/organizagdo do DNAmt. Como mostrado nas
figuras 26D e 26E, a expressdo proteica do Tfam em ambas as subpopulacbes
mitocondriais (IFM e SSM) estava reduzido no Ovx comparado ao Sham (p < 0,01) e
restaurado no grupo Ovx exercitado a niveis semelhantes aos do grupo Sham (Ovx
vs OVXEx, p < 0,01). Além da expressédo proteica do Tfam, também realizamos o
ensaio de imunofluorescéncia para confirmar os niveis desta proteina e, como
indicado na figura 26F, o TF evitou a redug&o nos niveis de Tfam. Embora o Tfam seja
reconhecido como fator de transcricdo especifico do DNAmt, ele também regula a
transcricdo do DNA nuclear, ou seja, 0 gene da SERCAZ2, que é reduzido em animais
ovariectomizados. A diminuicdo da regulagdo do Tfam tem sido implicada na
disfuncdo mitocondrial e cardiaca. Em conjunto, a diminuicdo dos fatores de
transcricdo mitocondrial pode ser responsavel pela disfuncdo cardiaca em animais

ovariectomizados.
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Figura 26. O treinamento fisico aerdbico melhora a bioenergética mitocondrial de ratas submetidas a
privacdo hormonal apés doze semanas de ovariectomia. Expresséo proteica por meio da técnica de
Western Blotting da AMPK-a A, PGC1-a B, NRF-1 C, do lisado cardiaco de ventriculo esquerdo. D e
E, Expresséo proteica do fator de transcricAo mitocondrial A (Tfam) das subpopulagbes isoladas
intermiofibrilar e subsarcolemal, respectivamente. F, Imagens representativas da imunofluorescéncia
do Tfam nos grupos Sham, Ovx, ShamEx e OvxEx. Escala = 10 ym. Dados expressos como média +
EPM. Os dados foram comparados entre os grupos pela analise de variancia de dois fatores (ANOVA)
seguidos pelo teste post-hoc de Fisher *p < 0,05 vs. Sham. #p < 0,05 vs. Ovx. &p < 0,05 vs ShamEx. O

namero de animais esté indicado entre parénteses.
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4.7 A ovariectomia aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio e a
producao de anion superdxido mitocondrial

Para completar as andlises funcionais no lisado cardiaco e na mitocondria
cardiaca isolada, avaliamos a expressao das proteinas cardiacas e mitocondriais
envolvidas na formacéao de EROs.

J& estd bem estabelecido que a NADPH oxidase transfere um elétron para o
oxigénio molecular para formar anion superdxido. NOs avaliamos o papel das
isoformas da NADPH oxidase (isoformas 1, 2 e 4) e da produgdo mitocondrial de
EROs. Entre todas as subunidades da NADPH oxidase, somente na NOX-4 foi
encontramos aumento na sua expressao no grupo Ovx comparado ao grupo Sham
com o treinamento fisico restaurando este aumento para valores semelhantes aos

encontrados no grupo Sham (p < 0,01) (Figura 27C).
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Figura 27. Treinamento fisico aerébico melhora o estresse oxidativo de cardiomidcitos isolados de
ratas submetidas a privagao hormonal apés doze semanas de ovariectomia. A, B e C, Expressao
proteica por meio da técnica de Western Blotting das subunidades da NADPH Oxidase NOX-1, NOX-

2 e NOX-4 no lisado cardiaco de ventriculo esquerdo. Dados expressos como média + EPM. Os
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dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia de dois fatores (ANOVA)
seguidos pelo teste post-hoc de Fisher *p < 0, 05 vs. Sham. #p < 0,05 vs. Ovx. O nimero de animais

esta indicado entre parénteses.

Considerando que a producdo de EROs tem sido fortemente associada a
mudancas no consumo de oxigénio e na disfuncédo mitocondrial, medimos a produc¢éo
de anion superéxido mitocondrial em cardiomiécitos isolados incubados com
MitoSOX. Este marcador permeia as células vivas, onde seletivamente atinge as
mitocondrias. E rapidamente oxidado pelo superdxido, mas néo por outras espécies
reativas de oxigénio. O grupo Ovx apresentou um aumento de Oz mitocondrial quando
comparado ao Sham (p < 0,01) e o TF restaurou a homeostase redox, reduzindo o
estresse oxidativo (Ovx vs OvXEX, p < 0,01) (Figuras 28A e 28B). Esse padréo reforca
0s resultados encontrados na mitocondria cardiaca isolada e confirmam os beneficios
de um programa de treinamento fisico aerébico na manutencao da homeostase redox
na disfuncéo mitocondrial.

Além da medida da producao de anion superdéxido mitocondrial, avaliamos em
seguida o estresse oxidativo por meio da andlise da carbonilacdo de proteinas no
lisado mitocondrial cardiaco isolado, uma vez que o acimulo desses compostos pode
formar agregados proteicos que levam a uma série de efeitos deletérios na célula.
Como mostrado nas figuras 28C e 28D, a ovariectomia aumentou a carbonilagdo da
proteina mitocondrial em ambas as subpopulacées (IFM e SSM) comparada ao grupo
Sham (p < 0,05). No entanto, apenas na IFM, o treinamento fisico foi capaz de evitar
a carbonilagdo de proteinas no grupo OvxEx em relacdo ao seu controle (Ovx vs

OvxEXx, p <0,01) (Figura 28D).
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Figura 28. Treinamento fisico aerdbico melhora o estresse oxidativo de cardiomidcitos isolados de
ratas submetidas a privacdo hormonal apds doze semanas de ovariectomia. A, Producdo de anion
superéxido mitocondrial em cardiomiécitos incubados com MitoSOX. B, Imagens representativas da
fluorescéncia cardiomiocitos incubados com MitoSOX nos grupos Sham, Ovx, ShamEx e OvxEXx.
Escala = 20 ym. C e D, Expressédo das protéinas carnoniladas nas subpopulacdes IFM e SSM,
respectivamente. Dados expressos como média + EPM. Os dados foram comparados entre 0s grupos
pela andlise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguidos pelo teste post-hoc de Fisher *p < 0, 05
vs. Sham. #p < 0,05 vs. Ovx. &p < 0,05 vs ShamEx. Para o ensaio do MitoSOX foram ultilizadas células
de cardiomidcitos isolados de 4 coracdes por grupo. O nimero de animais esta indicado entre

parénteses.
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Uma vez que a homeostasia redox € determinada pelo equilibrio entre as vias
pré e antioxidantes, atencdo também deve ser dada aos mecanismos responsaveis
pela defesa antioxidante intracelular, que conta com importante acdo das enzimas
catalase e superoxido dismutase (SOD). Para analisar a defesa antioxidante, nés
medimos a expressdo proteica das enzimas SOD manganés (Mn-SOD) - uma
segunda isoforma da superoxido dismutase - e a catalase, ambas investigadas no
lisado mitocondrial isolado (IFM e SSM). Quando medimos a expressao proteica
mitocondrial da Mn-SOD e da catalase, em ambas subpopulagbes, estas enzimas
estavam diminuidas no grupo Ovx em compara¢ao ao grupo Sham (p < 0,01) e esta
reducao foi evitada nos grupos exercitados (Ovx vs OvxXEX, p < 0,05) (Figuras 29A,
29B, 29C e 29D). A diminuicdo da Mn-SOD e da catalase pode estar implicada no

aumento do acumulo de EROs nas mitocondrias.
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Figura 29: Treinamento fisico aerébico restaura a expressdo proteica das enzimas antioxidantes

mitocondriais de ratas apds doze semanas de ovariectomia. A e B, Expresséo proteica por meio da
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técnica de Western Blotting da Superoxido dismutase manganes (Mn-SOD) nas subpopulacdes
mitocondriais isoladas de ventriculo esquerdo Intermiofibrilar (IFM) e Subsarcolemal (SSM),
respectivamente. C e D, Expressdo proteica da Catalase nas subpopulacbes IFM e SSM,
respectivamente, dos grupos Sham, Ovx, ShamEx e OvxEx. Dados expressos como média + EPM.
Os dados foram comparados entre os grupos pela analise de variancia de dois fatores (ANOVA)
seguidos pelo teste post-hoc de Fisher. *p < 0,05 vs. Sham. #p < 0,05 vs. Ovx. ép < 0,05 vs ShamEx.

O numero de animais esta indicado entre parénteses.
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5. DISCUSSAO

O principal objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de doze semanas
de treinamento fisico aerébico sobre a contratilidade e a bioenergética cardiaca em
um modelo de privagao de hormonios sexuais femininos em ratas. Nossos resultados
mostraram diminuicdo da contratilidade cardiaca, aliada as alterac6es na funcéo e
morfologia mitocondriais, fatores que contribuiram para o processo de disfungéo
mitocondrial cardiaca. Neste sentido, o treinamento fisico aerébico mostrou-se eficaz

em restaurar/prevenir:

1) a disfungéo contratil cardiaca

2) a expressao das proteinas reguladoras do transiente de [Ca2+]i no VE

3) a disfuncédo e as alteragbes morfolégicas nas subpopula¢gées mitocondriais
cardiacas isoladas

4) a eficiéncia da oxidacdo de substratos energéticos nas subpopulacbes
mitocondriais cardiacas isoladas

5) a capacidade de retengao de calcio mitocondrial

6) a via da biogénese mitocondrial cardiaca

7) a producgao de anion superoxido mitocondrial cardiaca

8) a producdo de radicais livres nas subpopulagbes mitocondriais cardiacas

intermiofibrilar e subsarcolemal

A mortalidade por doenca cardiaca normalmente é maior em homens,
tornando-se semelhante em mulheres e homens apdés o periodo da menopausa.

Todavia, mulheres com doenca cardiaca tem pior prognostico do que homens. Por
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exemplo, a mortalidade por infarto do miocardio € mais do que 50% maior em
mulheres [177, 178]. A perda de estrogenos apds a menopausa aumenta o risco para
doencas cardiovasculares, embora a caréncia de estrogénio seja insuficiente para
explicar completamente o aumento do risco. Ensaios clinicos mostraram que a terapia
de reposicdo foi associada com risco aumentado de eventos
tromboticos/ateroscleréticos [179] e ap0s a menopausa a taxa de aumento no risco
de doenca cardiaca € mais alta em mulheres [180]. Apesar dos avanc¢os nos cuidados
médicos e intervengBes farmacoldgicas, a incidéncia e prevaléncia de doencas
cardiacas ainda é alta [181]. Como uma alternativa, interven¢des nao farmacoldgicas
como o exercicio fisico, emergiram nos ultimos anos.

O TF est4 intimamente relacionado a capacidade de realizacdo de esforco
fisico e consequente atenuacéo dos sintomas das DCV [182]. Dentre as adaptacdes
mais comuns ao exercicio fisico podemos destacar a resposta vasodilatadora no
endotélio vascular, na musculatura esquelética, na distribuicdo do débito cardiaco e
na resposta ventilatéria [183], assim como modificacfes estruturais e metabdlicas na
musculatura esquelética [184]. Como esperado, nossos resultados mostraram que o
treinamento fisico aerébico aumentou a capacidade de corrida, avaliada através do
teste de tolerancia a fadiga e da velocidade maxima de corrida. Estes dados estédo de
acordo com estudos que apoiam a ideia de que o treinamento aerdbico causa
adaptacdes cardiacas benéficas em animais normotensos [185-187]. No entanto,
essas adaptacdes adquiridas com o TF regular sdo perdidas quando ndo ha
regularidade na pratica de exercicio [187, 188], o que explica as diferencas
encontradas entre os animais sedentérios e exercitados em nosso modelo.

A pratica de exercicios aumenta a capacidade fisica e impede o ganho de peso

e acumulo de gordura visceral. Os exercicios aerObicos podem constituir uma
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interessante intevencdo para controlar o peso corporal e acimulo de gordura em
mulheres pds-menopausa [189]. O aumento na adiposidade corporal também é um
fator importante a ser observado, sendo relacionado ao aumento do risco de doenca
arterial coronariana ap0s a menopausa. A alteracdo da distribuicdo de gordura nesse
periodo leva a um aumento na resisténcia a insulina e incidéncia de diabetes, fato que
eleva substancialmente o risco de DCV e morte [5].

Em nosso estudo, evidenciamos que o TF foi capaz de impedir o aumento
significativo do peso corporal nos grupos exercitados. Resultado semelhante foi obtido
para o somatério de gordura corporal. Estes achados estdo de acordo com estudos
experimentais que demonstraram que a deficiéncia estrogénica leva a um aumento
substancial na adiposidade. Claudio et al. (2013) [190] e Endlich et al. (2013) [191],
mostraram haver um aumento significativo no peso de gorduras de ratas, submetidas
a remocdo cirurgica dos ovarios, principalmente nos coxins retroperitoneal e
parametrial. Em conformidade com esses resultados, estudos em mulheres na pos-
menopausa demonstram um aumento da circunferéncia da cintura [192], assim como,
um aumento nos depdsitos de gordura abdominal, associados a uma reducdo da
massa livre de gordura em mulheres na pré-menopausa, com a supressdao dos
horménios ovarianos por meio de um agonista de hormdnio liberador de
gonadotrofinas [193].

Para além do papel central do exercicio fisico regular na melhora da
capacidade de geracdo de ATP, representada pela melhora do acoplamento entre
oxidacao e fosforilagdo [194] no musculo esquelético e da fun¢do energética no tecido
adiposo, esta bem documentado a melhora da funcéo cardiaca em diversas etiologias
da doenca, observada tanto em humanos [97], quanto em modelos experimentais [95,

96]. De fato, essa melhora decorre de alteracdes benéficas na musculatura cardiaca,
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com efeito positivo do exercicio fisico no remodelamento cardiaco reverso. A
regularidade da pratica de exercicios promove reducdo na via de sinalizagdo da
calcineurina, relacionada a hipertrofia patologica [96] e nas proteinas relacionadas a
fibrose cardiaca [195].

Neste estudo, detectamos hipertrofia cardiaca pelo aumento da area de
superficie dos cardiomidcitos de ratas ovariectomizadas. De fato, esta observagéo foi
previamente reportada por nosso grupo, demonstrando que a privagéo de hormaonios
induz hipertrofia cardiaca e deposi¢ao de colageno devido a ativacado de receptor AT1
em cardiomidcitos [28]. Embora o treinamento fisico aerdbico ndo tenha restaurado a
hipertrofia cardiaca em ratas ovariectomizadas, ha evidéncias de que o exercicio
atenua o aumento do receptor AT1 de angiotensina Il dependente da idade [196], a
atividade da renina e a concentracdo de angiotensina Il, reduzindo portanto a
hipertrofia no coracéo apds infarto.

Os estrogenos desempenham um importante papel na funcéo cardiaca e sua
deficiéncia foi relatada na disfuncéo contratil. Confirmando nossos achados anteriores
[28, 29, 160], a privacdo de hormbnios reduziu a contratilidade em ratas
ovariectomizadas, o que foi prevenido pelo exercicios. Para elucidar os mecanismos
envolvidos na homeostase do calcio intracelular, n6s medimos o transiente de célcio
em cardiomiécitos isolados. Embora o pico do transiente de [Ca?']i ndo tenha sido
diferente entre Sham e Ovx, parece que ratas ovariectomizadas sdo mais sensiveis
ao exercicio, porque o pico do transiente de [Ca?*]i foi maior nesse grupo. Carneiro-
Junior et al. (2013) [164] mostraram que o treinamento aerdbico de baixa intensidade
aumentou o pico do transiente de [Ca?']i em machos apds oito semanas, mas o
mesmo resultado n&do foi alcancado pelo nossso grupo ShamEx. Os efeitos do

treinamento fisico aerdbico de baixa a moderada intensidade sobre a funcdo de
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cardiomidcitos isolados incluem melhora nas propriedades elétricas e contrateis tanto
em ratos normotensos [185] quanto em hipertensos [188, 197]. Ainda, a literatura
apontou melhora na funcdo de cardiomiocitos isolados de ratas normotensas [198,
199] e camundongos fémeas adultas [200] em resposta ao treinamento aerébico de
alta intensidade.

E conhecido que o reticulo sarcoplasmatico € responsavel por
aproximadamente 90% da remocédo do Ca?* durante o relaxamento no miécito
ventricular de rato [201]. Consequentemente, o tempo de decaimento deve fornecer
uma boa estimativa da taxa de captacdo de Ca?* pelo RS. Nossos resultados
mostraram uma taxa de decaimento significativamente menor em miécitos das ratas
Ovx. Isso sugere um reduzida atividade da Ca?*-ATPase do RS nesse grupo, ou
reduzida expressao proteica, 0 que poderia resultar em decréscimo no contetdo de
Ca?* para 0 RS [201]. Para elucidar os mecanismos envolvidos na captacdo de Ca?*
pelo RS, ndés conduzimos a analise da expressao proteica para SERCA2 e
fosfolambam. A ovariectomia reduziu a expresséao proteica de SERCA2, o que poderia
ser responsavel pelo aumentado tempo até o decaimento. Este resultado foi
previamente reportado por Bupha-Intr et al.(2009) [202] e por nosso grupo [28, 160].
Adicionalmente, a expressao proteica do fosfolambam foi aumentada nas ratas Ovx,
o que indicou que a atividade Ca?*-ATPase do RS estava reduzida. Inesperadamente,
o TF nao restaurou a expressao proteica do fosfolambam. Um ponto interessante é
gue o TF ndo aumentou a expressao proteica da -SERCA2 em ratas Sham, mas
aumentou nas ovariectomizadas. Carneiro-Junior et al. (2013) [164] demonstraram
gue ratos submetidos a oito semanas de treinamento com exercicios aerébicos
tiveram expressao aumentada de SERCA2 e nenhuma alteracdo na expressao de

fosfolambam, embora a fosfolambam fosforilada na Ser!® tenha sido aumentada. Por
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outro lado, Bupha-Intr et al. (2009) [202] também demonstraram que ratas submetidas
a nove semanas de treinamento ndo aumentaram a expressdo de SERCA2. Além
disso, Bupha-Intr et al. (2009) [202] também mostraram que animais Ovx tiveram
expressdo proteica e atividade de SERCA2 restauradas ap0s o periodo de
treinamento, o que corrobora nossos achados.

Considerando haver uma intima conexdo entre a contratilidade miocéardica e
metabolismo oxidativo, nés avaliamos posteriormente a fungdo mitocondrial. A
demanda cardiaca por energia ndo esta somente relacionada a morfologia
mitocondrial, mas também a sua organizacao estrutural. Devido a alta demanda por
ATP, cardiomiécitos adultos apresentam alta densidade mitocondrial quando
comparados a outros tecidos.

A piora da funcdo mitocondrial de forma tempo-dependente resultante da
privacdo de hormonios sexuais femininos [154-156], bem como a deficiéncia de
estrogenos afeta a dinamica mitocondrial, ndo esta bem esclarecido. N6s observamos
gue a ovariectomia reduziu a quantidade de mitocéndrias intermiofibrilares e, o TF foi
capaz de restaura-las ao nivel do grupo Sham. Além disso, a ovariectomia também
aumentou a fragmentacdo mitocondrial que foi seguida pela reducédo na expressao
proteica da mitofusina 1 (Mfnl). Corroborando esses achados, Papanicolaou et al.
(2011) [203] mostraram que a reducdo na expressdo do Mfnl foi associada a
fragmentacao mitocondrial. A reduzida expressao de Opal e Mfn1, foi suficiente para
produzir um fendtipo de fragmentacdo mitocondrial. E conhecido que o Mfnl é
regulado por PGC-1a através do receptor relacionado ao estrogénio no coracgao.
Somados, esses resultados nos levaram a acreditar que a fragmentagéo mitocondrial
induzida pela privacdo de hormonios poderia ocorrer devido a reduzida expressao

proteica de PGC-1a e Mnfl no coracgdo das ratas ovariectomizadas. Adicionalmente,
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os sitios de reconhecimento de NRF nos promotores de transcricdo mitocondrial sdo
necessarios para a maxima trans-ativacdo pelos coativadores da familia PGC-1q,
indicando que NRF-1 é também requerido para a biogénese mitocondrial e o PGC-1a
é implicado na regulagdo do genoma mitocondrial. Nos ultimos anos, foi demonstrado
que o PGC-1a esta localizado na mitocéndria, onde se co-localiza com o D-loop do
DNAmt e com o fator de transcrigdo mitocondrial A (Tfam) [204]. Além disso, AMPKa
fosforila o PGC-1a, que por sua vez se transloca a mitocéndria e forma um complexo
com o Tfam. O Tfam, também reside nos compartimentos subcelulares a partir dos
quais pode se translocar a mitocbndria em resposta ao exercicio. Em conjunto, as
evidéncias mostram que o exercicio aumenta a translocacao de ambos os fatores de
transcricdo a partir de seus compartimentos no citosol até a mitocondria e, com isso,
aumentam a biogénese mitocondrial [205, 206].

A transcricdo de genes para a producéo de ATP pela mitocondria, bem como
para as proteinas que consomem grande quantidades de ATP (por exemplo,
SERCA?2) é regulada coordenadamente pelo Tfam. Os niveis de Tfam reduzem tanto
no ndcleo da célula quanto nas mitocdndrias dos cardiomidcitos devido o aumento do
estresse oxidativo [207]. No presente estudo foi encontrado que o Tfam esta reduzido
em ambas as subpopula¢cbes de mitocondria (subsarcolemal e intermiofibrilar) no
grupo Ovx. De fato, a reducéo na expressdao do Tfam foi implicado na disfugcao
cardiaca [208].

A literatura fornece evidéncia a partir de estudos clinicos e experimentais,
mostrando que o treinamento com exercicios melhora a sinalizagdo redox, como um
processo critico relacionado a cardioprotecdo [113, 209]. No presente estudo, 0
exercicio restaurou a expressdao de enzimas antioxidantes em ambas as

subpopulacdes e reduziu a producdo de espécies reativas de oxigénio. Os dados
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funcionais deram sustentacédo a esse achado, mostrando a disfung&o mitocondrial em
animais com privacdo de hormonios, o que foi indicado pela redu¢do na capacidade
respiratéria mitocondrial. Esta reducéo na fosforilagdo oxidativa pode ter ocorrido em
funcdo do acumulo de produtos derivados da oxidagéo (proteinas carboniladas) no
coragcao dos animais que passaram pela cirurgia de Ovx. A literatura reporta que o
aumento cardiaco de produtos derivados da oxidac&o contribui efetivamente para a
disfuncdo mitocondrial, uma vez que pode levar a um prejuizo na atividade dos
complexos respiratorios I, Il e V da CTE mitocondrial, bem como a um aumento na
permeabilidade mitocondrial [210]. Esta evidéncia sugere uma associagcado entre a
NOX-4 e disfuncdo mitocondrial [211], que foi restaurada pelo exercicio. Mais
experimentos sdo necessarios para investigar a ligacdo entre a mitocondria e NOX-4
apos a privacdo de horménios femininos.

Sob condicdes fisioldgicas, a carga de Ca?* para a mitocondria serve como um
sinal para aumentar o aporte energético, 0 que ocorre através da ativacdo das
desidrogenases ou ATPase sintases [212]. Contudo, o aumento prolongado de Ca?*
citosélico pode deflagrar a abertura do poro de permeabilidade transitéria mitocondrial,
induzindo disfunc&o mitocondrial e apoptose de cardiomiocitos [213]. Nossos achados
sugerem que as mitocondrias de animais Ovx sdo mais expostas ao Ca?* devido ao
maior tempo para decaimento no transiente de Ca?", e, mesmo quando as
mitocondrias das ratas Ovx foram expostas a mesma concentracdo de Ca?*, sua
capacidade de retencdo de Ca?' foi menor antes da abertura do PTPM.
Recentemente, nés mostramos que a privacao de estrogénio reduz a capacidade de
retencdo do Ca?* na mitocondria [154]. No presente estudo, demonstramos que o
exercicio foi capaz de restaurar a capacidade de retencdo de Ca?* mitocondrial em

ambas as subpopulacbes. Também observamos que a privacdo de estrogénio
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aumentou a expresséo de ciclofilina D, mas apenas na subpopulagéo intermiofibrilar.
Lu et al. (2015) [214] reportaram que camundongos knockout para ciclofilina D tiveram
formacao aumentada de PTPM.

Neste estudo, detectamos maior expresséo proteica de MCU em ambos 0s
grupos submetidos ao protocolo de exercicios. Este resultado esta de acordo com um
achado recente, mostrando que estimulos fisiologicos aumentam a expressédo de
MCU no coracao [215]. O aspecto de novidade é que o aumento de MCU foi
observado apenas na subpopulacao intermiofibrilar.

Assim, nossos dados sustentam a ideia de que o treinamento fisico aerdbico
de intensidade moderada previne a disfuncdo contratil do miocardio em ratas com
privacdo hormonal por exercer importantes efeitos sobre a qualidade mitocondrial.
Importante ressaltar que embora ja estabelecido que mitocéndrias SSM exibem taxas
mais baixas de fosforilagdo oxidativa em comparagcdo as mitocondrias IFM [45, 49],
em nosso estudo observamos uma melhora em ambas subpopulacdes nos
parametros envolvidos com a cinética do Ca?* e respira¢do mitocondrial, mostrando
gue em ambas subpopula¢des o TF foi efetivo.

Hé& ainda questdes a serem elucidadas neste estudo. Em primeiro lugar, nao
realizamos experimentos in vivo para determinar se a funcdo mitocondrial esta
comprometida ou ndo em animais vivos. Além disso, experimentos in vitro com
mitocondrias isoladas podem nao refletir condi¢cdes “in vivo”. Em segundo lugar,
animais Sham submetidos ao exercicio apresentaram aumento do tempo de
decaimento (T50) em cardiomidécitos isolados e reducdo da expressédo da proteina

superoxido dismutase mitocondrial na subpopulacdo mitocondrial isolada IFM.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que o prejuizo no metabolismo energético e a
perda da homeostase redox mitocondrial resultante da privacdo dos hormoénios
sexuais femininos, contribuem sobremaneira para a disfuncéo contréatil do miocardio.
Além disso, a fragmentacdo mitocondrial, aliada & modificagdes na forma e estrutura
da organela, afetam a bioenergética celular, comprometendo o funcionamento da
célula cardiaca. Dessa forma, podemos afirmar que o treinamento fisico aerébico, de
intensidade moderada utilizado atualmente como estratégia terapéutica nao
farmacoldgica na prevencao e no tratamento das doencas cardiovasculares, previne
a disfuncéo contrétil do miocardio em ratas com privacao de estrégenos por exercer
importantes efeitos sobre a bioenergética mitocondrial. Desta forma, encontrar a
maneira mais efetiva e segura de modular a funcdo e a dinamica mitocondrial nas
doencas associadas a privacdo hormonal, representa um importante passo para o
futuro das pesquisas no tratamento dessas doencas.

A figura 30 mostra o resumo dos principais achados do estudo.
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Figura 30. Resumo dos principais achados do estudo.
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Endurance training restores spatially distinct cardiac mitochondrial
function and myocardial contractility in ovariectomized rats.

Morea EA", Bodrigues PL", Jesys 10G2, Do Val Lima PR, Ayiia BA", Zanasdo TEC?, Nogueira Bv3, Bers
D63, Guatimosim 52, Stefanon |, Ribeiro Jnior RFY.

# Author information

Abstract

We praviously demonsirated that the loss of famale hormones induces cardiac and mitochondrial
dysfunction in the femala heart. Hara, we show the impact of endurance training for twelve weeks,
a nonpharmacological therapy against cardiovascular disease caused by ovariectomy and its
coniribution to cardiac contractility, mitochondrial quality control, bioenergetics and oxidative
damage. We found that ovariectomy induced cardiac hypertrophy and dysfunciion by decreasing
SERCAZ and increasing phospholamban protein expression. Endurance training restored
myocardial contractility, SERCAZ levels, increasad calcium fransient in ovarieciomized rats but
did not change phospholamban profein expression or cardiac hypartrophy. Additionally,
owvarieciomy decreased the amouwnt of intermyofibrillar mitochondria and induced mitochondrial
fragmentation that were accompanied by decreased leveals of mitofusin 1, PGC-1a, NRF-1, total
AMPE-g and mitochondrial Tiam. Endurance training prevented all these features axcept for
mitofusin 1. Cvariectomy reduced Oy consumption, elevated O3 release and increasad ca®*-
induced mitochondrial permeability transition pore opening in both mitochondrial subpopulations.
Crwariectomy also increased NOX-4 protein expression in the heart, reduced mitochondrial Mn-
50D, catalase protein expression and increased protain carbonylation in both mitochondrial
subpopulations, which wera prevented by endurance training. Taken together, our findings show
that endurance training prevented cardiac contractile dysfunction and mitochondnial quality control
in owariectomized rats.

KEYWORDS: Bicenergelics; Cardiac dyafunction; Endurance training; Female hommene deprivation;
Intermyodibrillar and subsarcolemmal mitachondria, Milochondrial quality contrel

PRAID: 30315235 DOl 10,1076 freeradhiomed. 2018, 10.408



Format: Absiract = Full bexi linis

1
Mipchondrion, 207 JUb35:87-96 doi- 10,1016 min 2017 0501, Episb 2017 May 29. m
Estrogen regulates spatially distinct cardiac mitochondrial
subpopulations.
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Abstract

Increased suscaplibiity to permeability transition pore (MPTP) i a significant concem 1o
decreased cardise performancs in postrencoausal Temales. The goal of this stedy was lo assess
the efecls of esirogen deficiency on the twe spatially distinet milbehondrial subpopulations froer
lel venlricle: subsarcolemmal mitochondria [SSM) and intermyolibrllar mitechondria [IFM) based
an: rorphology, merrdrane polential, oxidative phosphardation, mPTP and restlive axygen
speties production. Female rats (Bwesks old) that underwen! bilaberal ovariectomy were randomly
assigred 1o receive daily trealment with placebo [OVX), estrogen replacement (OVX+EZ) and
Shasm for GDdays. The yiekd for IFM was found higher in the OVX group and lower in the SSM.
SSM inlemal complexily and size were higher in the OVX group, although membrane patential
was nol d@flerenl. The maximal rate of milochondrial respiration, states 3 and 4, using
glutamate+malale as substrate, were higher in IFM and SSM fram the OVX group. The
respitatory control ralio (RCR - staled/atate 4), was nol difensnt in both SSM and IFM wilh
glulamate+malale. The ADP:O ralio was found lower in IFM and SSM fram OVX compared 1o
Shasm. When pyruvale was used, state 3 was Tound unchanged in bath IFM and SSM, stale 4 was
greater in IFM from OVX rats compared lo Sham and the ADPIO ralio was decreased. The RCR
was uchanged in both subpopulations. The IFM from OVX rals presenled a lower Ca® relention
eapatily compared 1o Shanm, however, e SEM remained unchanged. Hydrogen peraxise
forrnation was found increased in the IFM frerm OVX animals with ghtamates malate and
rolenonessuctingle as substrales. The SSM showed ncreased ROS production anky with
rolenonessuctingte. Weslern biot analyzes showed decreased kevels of PGC-1a and NRF-1 in
the OVX groun. Estrogen replacement was able |o reslore most of the allerations induced by
vcarieciomy. In condusion, our data shaws thal estrogen deficiency has distinet effects on the two
spatially distingt milochondrial subpeoulations in exdalive phespharylation, morphology, caleier
relenlion capadity and ROS praduclion.

KEYWORDS: Esrogen; Heart; intermyofibrllar mitochondria; ‘Subsaroolemmal mitochondria; mPTE
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Sex differences in the regulation of spatially distinct cardiac
mitochondrial subpopulations.

Ribeiro RF Jr', Ronconi K52, Morra EA®, Do Val Lima PR?, Porto ML ®, Vassallo DV?, Figueiredo SGZ,
Stefanon I°.

# Author Information

Abstract

Spatially distinct mitochondrial subpopulation may mediate myocardial pathology through
parmeability transition pore opaning (MPTP). The goal of this study was 1o assass sex differences
on the two spatially distinct mitochondrial subpopulations: subsarcolemmal mitochondria (SSM)
and intermyofibrillar mitochondria (IFM) based on morphology, membrane potential, mitochondrial
function, oxidative phosphorylation, and MPTP. Aged matched Wistar ratls were used to study
S5M and IFM. Mitochondrial size was larger in S5M than in IFM in both genders. However, S5M
intermal complaxity, vield, and membrana potential were higher in male than in female. The
maximal rate of mitochondrial respiration, stales 3 and 4, using glulamate + malale as subsirate,
weara higher in IFM and 55M in the male group compared to female. The respiratory control ratio
(RCR-stata3/state 4), was nol differant in both SSM and IFM with glutamate + malate. The ADP:O
ratio was found higher in IFM and 55M from female compared to males. Whan pyruvate was
usad, state 3 was found unchanged in bath IFM and S5M, state 4 was also greater in male IFM
comparad 1o female. The RCR increazad in the SSM while IFM remained the same. Stale 4 was
higher in male SSM while in the IFM remainad the same. The IFM presentad a higher Cal2+)
retention capacity compared with 55M, however, there was a greater sensitivity to Ca(2+)-
induced MPTP in S5M and IFM in the male group compared o famale. In conclusion, our data
show that spatially distinet mitochondral subpopulations have sex-based differences in oxidative
phosphordation, morphology, and calcium retention capacity.

KEYWORDS: Heart; Mitochondria; Mitochondrial subpopulations; Sex differences
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Heart rate at 4 s after the onset of exercise in endurance-trained
men.

® Author information

Abstract

It has been suggested that the increase in heart rate (HR) at the onset of exercise is caused by
vagal withdrawal. In fact, endurance runners show a lower HR in maximum aerobic tests.
Howevwver, it is still unknown whether endurance runners have a lower HR at 4 s after the onset of
exercise (4th-sec-HR). We sought to measure the HR at the onset of the 4 5 exercise test (4-
sET), clarifying its relationship to heart rate variability (HRV), spectral indices, and cardiac vagal
index {CV1) in endurance runners (ER) and healthy untrained controls (CON). HR. at 4th-sec-HR,
CVI, and percent HR increase during exercise were analyzed in the 4-sET. High frequency
spectrum (HF-nu), low frequency spectrum (LF-nu), and low frequency/high frequency band ratio
(LF/HF) were analyzed from the HRV. ER showed a significantly higher HF, and both a lower LF
and LF/HF ratio compared with the CON. ER presented a significantly lower 4th-sec-HR, although
neither CV1 nor HR increases during exercise were statistically different from the CON. In
conclusion, ER presented a lower 4th-sec-HR secondary to increased vagal influence over the
sinus node. CVl seems to be too weak to use for discriminating individuals with respect to the
magnitude of HR vagal control.

KEYWORDS: 4 s exercise test; coureurs de fond; endurance runners; exercice physique; heart rate; heart
rate variability; physical exercise; retrait vagal; rythme cardiague; test de lexercice de 4 secondes; vagal
withdrawal, vanabilité du rythme cardiaque
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