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Resumo

Introducado: O envelhecimento € um processo fisiologico e multifatorial,
caracterizado pela perda progressiva da integridade anatdmica e funcional, que
leva a um risco aumentado das doencas cardiovasculares (DCVs). E possivel
inferir que o envelhecimento cardiaco afeta vias fisiopatologicas do
desenvolvimento de DCVs em ambos o0s sexos, devido a um remodelamento
estrutural e funcional do coracdo. Nesse sentido, destacam-se as mulheres no
periodo da pés menopausa, que apresentam um risco cardiaco maior, devido a
reducdo do nivel de horménios estrogénicos, 0s quais estdo associados a
cardioprotecdo. Os mecanismos moleculares e proteinas envolvidas no
processo de envelhecimento do tecido cardiaco e tratamento hormonal com
estrogenos (E2) ainda ndo estdo bem definidos. Objetivo: Através da técnica
de protedmica, identificar e avaliar as alteracdes na expressao de proteinas do
tecido cardiaco de camundongos fémeas jovens, idosas e idosas tratadas com
estradiol. Metodologia: Foram utilizados camundongos fémeas selvagens da
linhagem C57BL/6J, com idade entre 10 e 12 semanas para o grupo de jovens,
idade entre 22 e 24 meses para 0s grupos de idosas e para fémeas idosas
tratadas com estradiol (E2) (7 dias de tratamento com E2 por via subcutanea).
ApOs tratamento, os animais foram eutanasiados e tiveram o &pice e base do
coracao coletados para analises posteriores. Resultados: No tecido cardiaco
de fémeas idosas observou-se um aumento no didmetro dos cardiomidcitos, do
espaco extracelular e na expressao protéica do AT1r. quando comparadas com
jovem. A analise protedbmica da senescéncia evidenciou proteinas
positivamente relacionadas a contracdo de fibras musculares, como Myh7 e
Myl6, as quais sugerem um aumento da forca de contracdo do musculo
cardiaco em fémeas idosas. Outro ponto observado foi o envolvimento de
genes relacionados a homeostase celular, a qual se mostrou prejudicada no
envelhecimento. Ao analisar o tratamento com E2 pela 6tica da protedmica,
evidenciou-se 7 genes, upregulated, relacionados a funcbes de respiracéo
aerdbica, processo de oxirreducéo e sintese de ATP mitocondrial acoplado ao
transporte de elétrons, sugerindo uma melhora geral do metabolismo celular
apos tratamento com E2. De forma interessante, a proteina S100al0 esteve
presente como a maior regulacao positiva no envelhecimento, ao comparar 0s
animais jovens e idosos e ao mesmo tempo também apresentou a maior
regulacdo negativa apos o tratamento com E2, na comparagao entre idosas e
idosas tratadas com estradiol. Por fim, através de analises de Western blot,
observou-se uma reducao da expressdo de enzimas pro-oxidantes, como Gp91
e SOD2 em fémeas tratadas com E2. Conclusfes: A protedmica demonstrou
ser uma técnica eficiente para criar um link entre a variacdo da expressao de
proteinas e genes, e doencas cardiovasculares. Os resultados reforcaram o
desequilibrio celular na senescéncia, apresentando uma desregulacdo da
homeostase quimica celular e um maior recrutamento de proteinas
relacionadas a contracdo do musculo liso. O tratamento agudo com E2 levou a
uma reducao da producao de ROS mitocondrial e uma relagdo com a melhora



do metabolismo celular geral, além de uma produgédo de ATP mais abundante e
uma respiracao celular mais eficiente. Adicionalmente, o tratamento com E2 na
senescéncia demonstrou efeitos anti-hipertréficos. Estudos adicionais serao
necessarios para elucidar o papel da S100al10 e outras proteinas identificadas
no presente estudo, no envelhecimento natural e sua modulacéo pelo E2. Este
trabalho fornece uma base para o desenvolvimento de novos estudos acerca
do tratamento hormonal estrogénico e sua correlagdo com DCVs.

Palavras-chave: envelhecimento, proteoma cardiaco, estrogeno, reposicao
hormonal, doencas cardiovasculares.
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Abstract

Introduction: Aging is a physiological and multifactorial process
characterized by the progressive loss of anatomical and functional integrity,
which leads to an increased risk of cardiovascular diseases (CVDs). It can be
inferred that cardiac aging affects pathophysiological pathways of CVD
development in both sexes due to structural and functional remodeling of the
heart. In this sense, postmenopausal women stand out, who present a higher
cardiac risk due to the reduction in the levels of estrogen hormones, which are
associated with cardioprotection. The molecular mechanisms and proteins
involved in the cardiac tissue during natural aging of females mice and the
effects of estrogen (E2) are not yet well defined. Objective: To evaluate the
proteomic changes in cardiac tissue in young, elderly and elderly female mice
treated with E2. Methodology: Wild female C57BL / 6J mice aged 10 to 12
weeks were used for the young group, aged 22 to 24 months for the elderly and
estradiol (E2)-treated elderly females (7 days of treatment with E2
subcutaneously). After treatment, the animals were euthanized and had the
apex and base of the heart collected for further analysis. Results: In cardiac
tissue of older females, there was an increase in cardiomyocyte diameter,
extracellular space and AT1r protein expression when compared to young
group. Proteomic analysis of senescence showed proteins positively related to
muscle fiber contraction, such as Myh7 and Myl6, which suggest an increase in
cardiac muscle contraction force in older females. Another point observed was
the involvement of genes related to cellular homeostasis, which was impaired in
aging. Analyzing the E2 treatment from the proteomic perspective, it was found
7 upregulated genes related to aerobic respiration functions, oxirreduction
process and synthesis of mitochondrial ATP coupled with electron transport,
suggesting a general improvement of cellular metabolism after treatment with
E2. Interestingly, the protein S100a10 was present as the highest up-regulated
by senescence when comparing young and old animals, and at the same time
also had the highest down-regulation after E2 treatment when comparing
elderly group to elderly treated with E2. Finally, Western blot analysis showed a
reduction in the expression of pro-oxidant enzymes such as Gp91 and SOD2 in
females treated with E2. Conclusions: Proteomics has been shown to be an
efficient technique for linking protein and gene expression variations with CVDs.
The results reinforced cellular imbalance in senescence, presenting a
deregulation of cellular chemical homeostasis and a higher recruitment of
proteins related to smooth muscle contraction. Acute treatment with E2 led to a
reduction in mitochondrial ROS production and a relationship to improved
overall cell metabolism, more abundant ATP production and more efficient
cellular respiration. Additionally, treatment with E2 in senescence demonstrated
antihypertrophic effects. Additional studies are needed to elucidate the role of
S100al0 and other proteins identified in this study in natural aging and its
modulation by E2. This paper provides a basis for the development of new
studies on estrogen hormone treatment and its correlation with CVDs.

Keywords: aging, cardiac proteome, estrogen, hormone replacement,

cardiovascular disease.

11



Lista de figuras

Figura 1: Caracteristicas fisiolégicas dos animais e efeitos da terapia

estrogénica.

Figura 2: Avaliacdo de parametros da hipertrofia cardiaca por meio de HE.

Figura 3: Avaliacao da hipertrofia cardiaca por meio da expresséo do receptor
ATL.

Figura 4: Relacdes entre genes apontadas pela ontologia génica na

comparacao entre fémeas idosas e jovens.

Figura 5: Relacbes entre genes apontadas pela ontologia génica na
comparacao entre fémeas idosas tratadas e nao tratadas.

Figura 6: Expressdo de enzimas anti e pré-oxidantes no tecido cardiaco de

fémeas jovens, idosas e idosas tratadas com E2.

Figura 7: Avaliacdo de ROS por fluorescéncia total derivada da oxidacdo da
DHE.

12



Lista de tabelas

Tabela 1: Grupos experimentais.

Tabela 2: Mapa de calor demonstrativo da raz&o idosas vs jovens em escala
logaritmica.

Tabela 3: Mapa de calor demonstrativo da razdo idosas+E2 vs idosas em

escala logaritmica.

Tabela 4: Mapa de calor demonstrativo da razdo idosas+E2 vs jovens em

escala logaritmica.

Tabela 5: Descricdo de cada um dos genes na senescéncia destacados nas

relacdes estabelecidas por GO.

Tabela 6: Descricdo de cada um dos genes no tratamento estrogénico

destacados nas relacdes estabelecidas por GO.

13



Lista de abreviacdes

Ang Il : Angiotensina ll

AKT: Proteina quinase B

ALDH2: Aldeido desidrogenase 2

ANOVA: Andlise de variancia

AT1: Receptor de angiotensina do tipo 1

AT2: Receptor de angiotensina do tipo 2

ATP: Adenosina trifosfato

Bsa: Albumina de soro bovino

Capi: Centro de aquisicao e processamento de imagens do ICB/UFMG
Cebio: Centro de bioterismo do ICB/UFMG

Ceua: Comité de ética com o uso de animais

DCV: Doenga cardiovascular

Dhe: Diidroetidina

DNA: Acido desoxirribonucléico

E2: 17-Bestradiol

Elisa: Ensaio de imunoabsorcao enzimatica

EHR: Elemento de resposta hormonal

Epm: Erro padréo da média

ER: Receptor de estrogeno

ERK: Quinase regulada por sinal extracelular

ERa: Receptor de estrogeno tipo a

ERB: Receptor de estrogeno tipo B

ESI: Fonte de ionizacao por Eletrospray

GO: Ontologia génica

G-1: Agonista seletivo GPER

Gp91: Subunidade de ligacdo heme da NADPH oxidase geradora de
superoéxido.

GPERL1: Receptor de estrégeno acoplado a proteina G tipo 1
HCI: Acido cloridrico

HE: Hematoxilina e Eosina

hFABP: Proteina de ligacéo a acidos graxos do tipo coragéo

ID: Identificagc&o

14



a-KGDH: a-cetoglutarato desidrogenase

LC-MS: Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrometro de
massas

MMP-2: Metaloproteinase 2

MAP quinase (MAPK): Proteina quinase ativada por mitdgeno

NaCl: Cloreto de sédio

NADPH: Fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adeninaPFA:
Paraformaldeido

Pi3k: Fosfoinositideo 3-quinase

PVDF: Fluoreto de polivinilideno

RNAmM: RNA mensageiro

ROS: Espécie reativa de oxigénio

RPM: Rotacdes por minuto

S100: Proteina de ligacao ao calcio

SDS Page: Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio
SOD2: Superéxido dismutase 2

TBS-T: Solucéo salina tamponada com tris

TCEP: (tris(2-carboxiethil)fosfina)

TEAB: Brometo de tetraetilamonio

Temed: Tetrametiletilenodiamina

TFA: Acido trifluoracético

TOF: Time of Flight, ou “tempo de v60”. Basicamente, € um sensor que
consegue determinar a distancia entre objetos a partir da emisséo de luz.

Tris: (hidroximetil)aminometano

15



Sumario

1. INEFOTUGEO ..ttt e e e e e e e e e e e 17

1.1. Remodelamento cardiaco no envelhecimento.......ccoovvveeeeeieieeiiiiee. 17

1.2. Funcédo mitocondrial, producéo de espécies reativas de oxigénio e 0

ENVEINECIMENTO. ...evieiiii e e e e e ee e 18
1.3. Pds menopausa e as doencas cardiovasculares...........cccccvvvvererireeennnn. 20
1.4  Mecanismos cardioprotetores conferidos pelo E2................ccceeevevvennnnns 22
1.5 Ferramenta prote6mica na pesquisa cardiovascular..................cc.cceeo. 24
2. O JBEIVO ..ttt a e e e e e e 26
2.2 ODJEtIVO geIal......ccciie e 26
2.1.  ODbjetivOS €SPECITICOS. .....ceiiiiiiiiie e 26
3. (VTS oo [0 Lo T | I SRS PRUPPPP 27
I 00 I A 10 2 =TI U 27
3.2. Eutanasia e coleta do tecido cardiaCo...........ccuveeeeeeiiiiiiiiieee e 28
3.3.  Quantificagdo do horménio 173-estradiol no plasma..................ccceneee 28
3.4.  Andlises histomOrfOMELriCaS. .....uuuviiiiiiiiiieeeeeee e 28

3.5. Imunofluorescéncia e coloracao através da sonda

D] 1o 1 0T= 1o |1 - U 29
3.6, WESIEIN BIOt... .o e 29
3.7. Preparacdo das amostras para protedmica............ccccccieiiieeeeeeeeeneeenns, 30

3.8. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

MASSA (LC-MS/MS)....eeiiiiiiiiiiiiiiiee et e e 31
3.9, ANAlISE EStAlISHICA. .. ..cvveerieiiiiiieii e e 32
4. RESUITATOS ...t e 34
4.1  Caracteristicas dos grupos experimentais relacionadas ao

envelhecimento fisiologico e ao tratamento agudo com E2................ccoeenees 34
4.2 Avaliagdo de parametros relacionados a hipertrofia cardiaca................ 35



4.2.1 Avaliacao da hipertrofia cardiaca por meio de histologia........................ 36

4.2.2 Avaliacdo da hipertrofia cardiaca pela expresséo protéica

(ool g =ToT=T o] (o] g LN I PP PPPPPPPPPP PN 37
4.3 Analise protedmica do tecido cardiaco........ccceeeeeeeiieeeeeieiiiiiicenn 38
4.3.1 Analise da senescéncia: fémeas jovens versus fémeas idosas............. 42

4.3.2 Analise do tratamento estrogénico: fémeas idosas tratadas

VEISUS FEMEAS IHOSAS ....uuieiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e et e e e e e e eeeeens 44
4.4  Avaliacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS).......cccceevvevieeeennennn. a7
5. DS CUSSAO ..ttt e e e e e e e 50
6. CONCIUSBES ...ttt et e et e e e 55
7. P ISP ECTIVAS ...ttt 56
8. Referéncias bibliografiCas.......ccccoeeeiiiiiiiiiciie e, 57

17



1. Introducéo

1.1. Remodelamento cardiaco no envelhecimento

O envelhecimento pode ser definido como um distdrbio progressivo o
qual diminui de forma significativa a aptiddo de um individuo manter sua
capacidade funcional. Essa reducao é relacionada a uma gama de doencgas e
também esta fortemente associada a uma maior incidéncia de patologias
cardiovasculares (Sheydina, Riordon, & Boheler, 2011). A idade €, portanto,
considerada um fator de risco independente para morbimortalidade
cardiovascular, além de gerar distirbios que necessitam de assisténcia médica
a longo prazo. A incidéncia de tais patologias € abrangente (Sheydina et al.,
2011), sendo considerada a principal ameaca a saude no mundo. Atualmente,
com o aumento da longevidade e diminuicdo da fertilidade ocorre um rapido
envelhecimento populacional (Steenman & Lande, 2017). O risco de se
desenvolver doencas cardiovasculares (DCV), como ja citado, aumenta
dramaticamente em ambos os sexos (Merz & Cheng, 2016a, 2016b). Em
especial, as mulheres em p6s menopausa, apresentam um risco maior, uma
vez que ocorre uma reducdo do nivel de horménios relacionados a
cardioprotecdo. O remodelamento estrutural e funcional do coracdo na
senescéncia explica em parte a maior propensdo a essas doencas, 0 que
motiva estudos no campo do envelhecimento cardiaco (Keller & Howlett, 2016)

Durante o envelhecimento, alteragcdes na homeostase cardiaca podem
ser observadas nos niveis celular, extracelular e tecidual (Sheydina et al.,
2011). Macroscopicamente é observado um aumento da deposicao de tecido
adiposo epicardico, bem como a calcificacdo de regides especificas, como os
folhetos da valvula adrtica. A estrutura morfologica cardiaca se modifica: ocorre
um remodelamento atrial, onde o tamanho e o volume ficam aumentados. A
espessura do ventriculo esquerdo aumenta, em contrapartida, os volumes
sistélicos e diastolicos diminuem. Também ocorre um remodelamento idade-
dependente no nivel microscopico, como a reducdo acentuada do numero de
células marca-passo no nodo sinoatrial, ocorrendo o0 mesmo declinio com os
midcitos ventriculares (Keller & Howlett, 2016). Essa perda de células pode,

teoricamente, promover uma hipertrofia dos midcitos sobreviventes, uma vez
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gque estdo sobrecarregados. Por outro lado, ha um aumento de fibroblastos, os
quais produzem coldgeno e matriz extracelular. A consequéncia direta do
aumento de colageno é a fibrose intersticial de atrios, células marca-passo do
nodo sinoatrial e ventriculos de idosos (Keller & Howlett, 2016). O sistema
cardiovascular é alvo de estresse ambiental durante o envelhecimento, o que
inclui o estresse ligado ao alto nivel de glicose e lipidios no sangue ou mesmo
pelo estresse oxidativo, proveniente da presenca de lipoproteinas oxidativas
(Kudryavtseva et al., 2016).

Deste modo, o coragdo e vasos desenvolvem um comprometimento
funcional que pode levar a certas cardiopatias, como aterosclerose, isquemia e
insuficiéncia cardiaca. E possivel inferir que o envelhecimento cardiaco afeta
as vias fisiopatologicas do desenvolvimento de DCV, fato que explicaria a
relacdo entre envelhecimento e a maior predisposicdo a elas. Dessa forma, um
melhor entendimento acerca do envelhecimento cardiaco pode ter implicacdes

na prevencao das DCV em humanos (Steenman & Lande, 2017).

1.2 Funcdo mitocondrial, producdo de espécies reativas de oxigénio e o

envelhecimento

As mitocbndrias, importantes organelas celulares, possuem como fungéo
central a producéo de ATP pela fosforilagdo oxidativa, que ocorre gragas aos
complexos | a IV da cadeia respiratéria e pelo complexo V, da ATP sintase
(Bratic & Larsson, 2013).

A fosforilagdo oxidativa naturalmente produz o oxigénio reativo e
instavel, o qual pode formar espécies reativas de oxigénio (ROS), o que em
excesso, € chamado de estresse oxidativo e contribui grandemente para o
dano oxidativo e perda funcional de 6rgaos e tecidos com o passar dos anos,
bem como com doengas tipicamente relacionadas a idade (Liguori et al., 2018;
Scialo, Fernandez-Ayala, & Sanz, 2017). As mitocdndrias de individuos idosos
possuem maior teor de ROS em comparagcdo com um individuo jovem, porém
parte dessa producdo é utilizada na sinalizacdo celular, logo, uma baixa
producdo de ROS é considerada benéfica, facilitando a sinalizagéo celular e a

adaptacdo em situagbes de estresse (Scialo et al., 2017). Considerando,

19



portanto, que altas concentracdes de ROS desencadeiam o estresse oxidativo,
o DNA mitocondrial € um alvo dos radicais livres. A consequéncia direta é um
DNA muito mais suscetivel a sofrer mutacfes e danos oxidativos (Wei, 1998).
As enzimas respiratorias que contém as proteinas defeituosas codificadas por
esse DNA mitocondrial mutado também terdo sua funcdo modificada na cadeia
respiratoria, levando a um maior vazamento de elétrons durante o metabolismo
mitocondrial. Esse vazamento de elétrons é utilizado na formacgéo de mais ROS
e, consequentemente, um aumento do estresse oxidativo, danificando a
mitocondria e outras células. Este fato gera um ciclo vicioso, e considerando o
passar dos anos, ocorre um acumulo desses danos mitocondriais 0s quais
podem contribuir para o desenvolvimento de diversas DCV (Paravicini & Touyz,
2008; Wei, Lu, Lee, Pang, & Ma, 1998).

Estudos demonstram que a funcdo mitocondrial declina com a idade: a
capacidade da cadeia respiratéria regride no musculo cardiaco (Short et al.,
2005) ao passo que o dano oxidativo na funcdo mitocondrial acumulado
também desencadeia uma resposta nuclear adaptativa, ou seja, altera sua
expressdo ¢énica (Kudryavtseva et al., 2016). Existem também outros
estimulos que também alteram a fung¢@o mitocondrial, entre eles, o declinio na
fungdo hormonal ovariana em mulheres, considerando a chegada da
menopausa. Isto é explicado considerando que alguns horménios, como o
estradiol (E2), possuem um papel na regulacdo da biogénese mitocondrial,
interferindo entdo na sua manutencéo (Bratic & Larsson, 2013).

O estrogénio possui uma funcdo protetora no organismo, e na pos-
menopausa, este efeito é perdido e predispde a mulher a diversas doencas,
inclusive cardiovasculares. Estudos demonstram que as ROS também
contribuem de outras formas para o desenvolvimento de tais patologias: a acéo
dos estrogénios se da por meio da expressao de enzimas antioxidantes
(Cervellati & Bergamini Carlo, 2016). Ou seja, no periodo da transicdo da peri
para a pés-menopausa, a mulher experimenta uma menor defesa antioxidante

contra o ataque de radicais livres, estando portanto, mais exposta a danos.
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1.3 POs-menopausa, reposicdo hormonal com E2 e as doencgas

cardiovasculares

Apoés a transicdo para a pos-menopausa, as mulheres apresentam uma
maior tendéncia a desenvolver doencas, como cancer, doencas
neurodegenerativas, diabetes e DCV (Cervellati & Bergamini Carlo, 2016). As
DCV sao as principais causas de morte no Brasil e no mundo, e atingem
ambos os sexos. Comparativamente, em idade reprodutiva, mulheres possuem
menor incidéncia de DCV que os homens, e este panorama se inverte apos a
menopausa. Sendo assim, a idade é o principal fator de risco ndo modificavel
para DCV em mulheres e comprova o papel protetor do E2 no sistema
cardiovascular (Pérez-Cremades et al, 2018).

Modelos animais podem ser poderosas ferramentas com possibilidade
de representar o organismo humano. Para o estudo da fungdo ovariana,
camundongos fémeas constituem um bom modelo, uma vez que seu ciclo
reprodutivo é curto, durando de 4 a 5 dias (Marcondes et al, 2002). Em
modelos murinos, tem-se quatro fases durante o periodo reprodutivo: proestro,
estro, metaestro e diestro. Geralmente, a prolactina, LH e FSH aumentam
durante a fase do proestro, enquanto o estradiol inicia seu aumento gradual no
metaestro, chegando a niveis maximos no proestro. A progesterona também
inicia seu aumento no metaestro e atinge seu segundo pico ao final do proestro
(Marcondes et al, 2002).

A funcdo ovariana feminina inicia seu declinio aproximadamente aos 37
anos, sendo que o envelhecimento provoca o empobrecimento de foliculos e
diminuicdo da qualidade dos odcitos. Transportando esse pensamento para o
modelo murino, estudos apontam que o declinio ovariano comecga a ocorrer a
partir de 28 semanas de vida (Qin, 2019).

O ciclo estral ocorre até os 12 meses de idade, quando os animais
experimentam o fim de seu periodo reprodutivo. ApGs esse periodo, ocorre
uma deficiéncia estrogénica importante. Ainda em idade reprodutiva, a
dosagem de estradiol plasmatica gira em torno de 5-35 pg/mL para
camundongos em situa¢des normais. Quando os animais entram na deficiéncia
estrogénica, estes niveis caem para 2-25 pg/mL aproximadamente (Strom,
2012).
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A prescricao da reposicdo hormonal para mulheres na pos-menopausa é
motivada por acreditar-se que o tratamento atua na profilaxia de doencas
cronicas, como doencgas cardiovasculares, osteoporose, diabetes, acidente
vascular encefalico, entre outros, 0s quais apresentam maior tendéncia a
ocorrer nessa época da vida da mulher. Porém, as evidéncias que demonstram
um beneficio real sobre esta terapia ainda permanecem inconclusivas. Estudos
em humanos pontuam como beneficios do tratamento somente com E2 uma
reducao significativa de riscos para o desenvolvimento de diabetes (Gartlehner
et al., 2017), uma melhora na funcéo vascular, colesterol, metabolismo de
carboidratos, o que resulta na diminuicdo geral de eventos coronarianos,
miocardicos e infartos (Paszkowski et al., 2019). A melhora dos parametros
citados foi observada em pacientes sintoméaticas, com até 60 anos de idade e
que utilizaram a terapia hormonal em até 10 anos a partir da ultima
menstruacao (Paszkowski et al., 2019; Sood, Faubion, Kuhle, Thielen, &
Shuster, 2014). Adicionalmente, a escolha da terapia hormonal feita somente
com E2 demonstra beneficio em comparacdo com a terapia combinada de
progestageno e estrogeno (Sood et al.,, 2014). Por outro lado, a decisdo de
prescrever ou nao a terapia de reposigcdo hormonal deve ser individualizada
para cada paciente, balanceando os riscos e beneficios. Pesquisas contrarias a
reposicao hormonal apontam que o tratamento tardio (posterior a 60 anos de
idade e mais de 10 anos a partir da ultima menstruacdo) nao auxilia na
prevencédo de DCV, bem como aumentam as chances de ocorrer tais doencgas,
principalmente no inicio da reposi¢do hormonal (Paszkowski et al., 2019). Dado
a escassez de estudos envolvendo o tratamento tardio, € fundamental que
existam mais pesquisas acerca do assunto para detalhar os riscos e beneficios
de forma que traga mais seguranca para candidatas ao uso da terapia de
reposicao hormonal.

22



1.4 Mecanismos cardioprotetores conferidos pelo E2

O estrégeno, um potente hormdnio esterdide, possui efeitos nucleares e
nao nucleares. As acgbes cardiovasculares do E2 sdo geralmente associadas
aos seus receptores de estrégeno associados a membrana (ERs) do tipo alfa
(ERa) e beta (ERP), os quais estao expressos no miocardio (Arnal et al., 2012).

Apoés a ativacado dos ERs, trés vias podem ser iniciadas: a via classica,
via genbmica ou a via independente de elementos de resposta hormonal no
DNA (ERH). A via classica ocorre quando o E2 se liga aos receptores
nucleares ERa e ER[, os quais se dimerizam e se ligam a regides responsivas
do E2, alterando a expresséo génica. A via independente de ERH, o complexo
formado pelo E2 e seus receptores altera a transcricdo de genes por meio da
interacdo com elementos de resposta alternativos, a qual é independente das
regibes responsivas ao estrogeno. Por fim, a via ndo gendmica ocorre quando
o E2 ativa sitios de ligacdo associados a membrana, desencadeando uma
rapida sinalizacao tecidual (Hall; Couse; Korach, 2001; Nilsson et al., 2001).

A acdo rapida, ou ndo nuclear, do E2 tem seus efeitos mediados pela
sinalizagdo através de Pi3K, AKt e ERK, além de ser descrita por exercer uma
acao protetora, uma vez que evita a lesdo celular. Por outro lado, a resposta
nuclear € lenta uma vez que o complexo E2 juntamente com seus ERs devem
se mover para o nucleo da célula e atuar como fatores transcricionais, o que
possibilita a ativagdo ou repressdao da expressao génica, culminando na
alteracéo do balanco da expresséao de proteinas (Knowlton, 2012).

Trabalhos identificaram um terceiro receptor de estrogénio acoplado a
proteina G, denominado de GPER1 (Despermps & Murphy, 2009 ).Este
receptor também demonstrou ser ativado pelo E2, onde a fosforilagdo da Akt
tem sido relacionada aos efeitos cardioprotetores mediados pelo mesmo
(Nilsson et al, 2001).

Indiscutivelmente, o envelhecimento € acompanhado da diminui¢cdo dos
niveis de E2. No sistema cardiovascular o envelhecimento causa uma
disfuncdo, onde ocorrem aumento da rigidez e fibrose, além do aumento de

ROS. A deplecdo de E2 influi neste quadro, uma vez que exerce efeitos
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antioxidantes pela regulacéo indireta da expresséo de genes de antioxidantes e
diminui a producdo de superoxidos (Knowlton, 2012).

O receptor B € relacionado as atividades anti-hipertréficas do E2 no
coracdo. Em estudo, foi citada a inibicdo pelo E2 da hipertrofia mediada por
Ang Il, ao passo que camundongos knockout para o receptor B nao
apresentaram efeitos de reversdo da hipertrofia (Pedram et al, 2008). A
atenuacao dos efeitos hipertroficos pelo E2 parece estar relacionada a uma via
gue aumenta a degradacao de calcineurina (Donaldson et al, 2009).

Estudos demonstram que o estrégeno afeta as mitocondrias cardiacas
diretamente. Os receptores a e B estado localizados nas mitocondrias de varios
tecidos e células, em machos e fémeas. As a¢des do E2 nas mitocdndrias sédo
predominantemente mediadas pelo receptor 3, uma vez que a transcricdo de
proteinas mitocondriais, particularmente aquelas codificadas no DNA
mitocondrial, é regulada por este receptor. E visto na literatura que o E2 causa
um aumento na fosforilacdo e atividade da ALDH2 (aldeido desidrogenase 2) e
da a-cetoglutarato desidrogenase (a-KGDH), apds lesdo. Esses achados
reforcam a agdo do receptor  no metabolismo mitocondrial, uma vez que a
ALDH2 metaboliza adutos téxicos gerados pelas ROS, bem como o aumento
da fosforilagdo de a-KGDH reduz a producéo de ROS (Lagranha, Deschamps,
Aponte, Steenbergen, & Murphy, 2010).

Observa-se também um envolvimento dos receptores ERa e B como
promotores de protecdo contra a isquemia cardiaca em modelos de knockout e
uso de agonistas seletivos (Wang et al., 2006 ; Wang et al., 2009 ; Deschamps
e cols., 2010 ; Zhai et al, 2000 ; Booth et al, 2003). Curiosamente, o receptor
GPER também se mostrou envolvido com a protecdo em modelos de isquemia-
reperfusdo. E descrito que uma ativacdo de GPER com um agonista seletivo
(G-1) reduziu o tamanho do infarto cardiaco e melhorou sua recuperacéo
funcional (Simoncini et al., 2000a).

Por fim, estudos demonstram a inibicdo da MMP2 e reducgéo da fibrose
pelo E2. Em fibroblastos cardiacos, o E2 inibiu a expressdao de MMP-2,
apresentando um efeito ndo gendémico, o qual era mediado pela sinalizagéo via
ERa, pela MAP quinase e ERK, reprimindo a transcricaéo de MMP-2
(Mahmoodzadeh et al , 2010).
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1.5 Ferramenta protedmica na pesquisa cardiovascular

O papel dindmico das moléculas é documentado desde os primérdios da
pesquisa bioldgica. Em 1838, Berzelius, empregou o termo “proteina”, derivada
do grego proteios, que significa “o primeiro posto” (Cristea, 2004). Mais tarde, o
termo “protedmica” foi utilizado pela primeira vez em 1996, por Marc Wilkins
para se referir ao “conteddo protéico de um genoma” (Wilkins, 1996). De fato, a
maior parte da informacéo funcional dos genes € caracterizada pelo proteoma,
que por sofrer constantes modificacdes pés-traducionais, se torna complexo.
Sua analise é desafiadora, uma vez que o proteoma descreve uma diversidade
de funcdes, exibe diferencas quantitativas e de tamanho molecular, além de
apresentar diferencas de hidrofobicidade. De forma interessante, o proteoma é
dindmico e sofre flutuacdes em diferentes tempos, células e em resposta a
diferentes estimulos externos (Pandey, 2000).

A andlise protebmica se tornou uma das técnicas mais importantes na
compreensao da funcionalidade de genes, uma vez que as proteinas sao
efetoras de funcdes bioldgicas, cujos niveis ndo apenas dependem dos niveis
correspondentes do RNAm, mas também do controle e regulacdo da traducdo
das mesmas (Lander, 2001). A prote6mica destaca-se, uma vez que é mais
complexa que a genbmica, e, adicionalmente, a andlise do transcriptoma por
microarranjos ndo é eficiente em medir o aumento da sintese de RNAmM
(Canales, 2006). Desta forma, a protedmica € considerada um conjunto de
dados relevante para a caracterizagdo de sistemas biolégicos (Cox, 2007).

A utilizacdo da protedbmica é de grande importancia e utilidade na
conducado da ciéncia basica. A partir desta ferramenta € possivel realizar uma
traducdo de dados de pesquisas clinicas e contribuir no diagnéstico e terapias
de diversas condic¢des bioldgicas, na saude e na doenca. H& aproximadamente
25 anos atras, quando o termo protedmica foi empregado pela primeira vez,
descreveu uma analise em larga escala de proteinas em tecidos ou amostras
sanguineas, algo bem util na pesquisa cardiovascular (Lindsey et al., 2015).
Quando essas novas tecnologias moleculares com alta produtividade surgiram,
houve uma mudanca na abordagem cientifica utilizada até entdo. A ciéncia
reducionista, que analisava moléculas Unicas agora poderia integrar varios

dados, em sistemas mais complexos. Nesse momento, novas possibilidades se
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abriram para a pesquisa cardiovascular, uma vez que as doencas estudadas
nesse campo do conhecimento sdo complexas e envolvem fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais (Arab et al., 2006; Ouzounian et al., 2007).

A protedmica € uma técnica onde a amostra é preparada segundo um
protocolo especifico, onde as proteinas sdo extraidas de células ou tecidos e
reduzidas a peptideos ou, dependendo do objetivo, também podem ser
utiizadas intactas. A amostra, ap0s ser preparada, é analisada no
espectrometro de massa acoplado a cromatografia liquida (LC-MS). O
espectrometro de massa é composto por uma fonte de ionizacdo, que
geralmente € do tipo eletrospray (ESI), um analisador de massa, que pode ser
do tipo armadilha de ions (“Orbitrap”, por exemplo), e um detector. A amostra
que é eluida, na etapa de cromatografia, € ionizada, aplicando-se um campo
elétrico, e analisada pelo por um analisador de massa, o qual separa os
peptideos (ions) de acordo com a relagdo massa-carga (m/z). A partir dos
dados obtidos, utiliza-se ferramentas de bioinformatica para inferir fun¢des para
as mesmas (Nayara Braga et al., 2016). A possibilidade de obter informacdes
sobre todas as proteinas expressas pode nos dar informacdes valiosas e
formar um mapa geral da condicdo das células, dos tecidos, dos 6rgaos e,
assim, estimar a condicdo de um organismo inteiro. Adicionalmente, a
protedmica também nos fornecer informacdes sobre as modificacdes pos-

traducionais e a regulacdo de enzimas e outras proteinas (Lindsey et al., 2015).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar as alteracdes proteémicas do tecido cardiaco de camundongos fémeas

jovens, idosas e idosas tratadas com estradiol.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar nos grupos experimentais as caracteristicas relacionadas ao

envelhecimento fisiolégico e ao tratamento agudo com E2.
2.2.2 Avaliar o efeito do envelhecimento e do tratamento agudo com E2 na
hipertrofia cardiaca, através da analise morfométrica do tecido cardiaco e

expressao do receptor AT1.

2.2.3 Comparar o padrdo de expressao de proteinas cardiacas entre 0s grupos

fémeas jovens, idosas e idosas tratadas com E2, através de protedmica.

2.2.4 Avaliar o efeito do envelhecimento e do tratamento agudo com E2 na
expressdo de SOD, NADPH (Gp91) e producao de ROS no tecido cardiaco.
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3. Metodologia

3.1 Animais

Neste estudo utilizou-se camundongos fémeas selvagens da linhagem
C57BL/6J. Os camundongos foram obtidos a partir Centro de Bioterismo do
ICB/[UFMG (CEBIO), e mantidos no Biotério de Camundongos do
Departamento de Fisiologia e Biofisica da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), sob condi¢cbes de temperatura controlada (22°C), em ciclo
claro/escuro de 12h, com racéao (Labina) e agua filtrada ad libitum. Todos os
procedimentos experimentais do projeto foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sob protocolo 365 e 372/2017.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos experimentais,

discriminados na tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais.

GRUPO CARACTERISTICAS
Fémeas jovens Camundongos fémeas, entre 10-12 semanas de idade.
Fémeas idosas Camundongos fémeas, entre 22-24 meses de idade,

tratadas com o veiculo (6leo de milho) de administracdo
do horménio, por via subcutadnea, durante os ultimos 7

dias de vida.
Fémeas idosas Camundongos fémeas, entre 22-24 meses de idade,
tratadas com tratadas com 1ug/dia de 17B-estradiol (diluido em 6éleo
E2 de milho), por via subcutanea, durante os ultimos 7 dias
de vida.
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3.2 Eutanasia e coleta do tecido cardiaco

Realizou-se a eutanasia de todos os animais por meio de decapitagéo e
coletou-se o0 sangue do tronco do animal em eppendorfs com auxilio de um
funil. O sangue foi centrifugado por 20 minutos a 3000 rpm, sendo o
sobrenadante coletado para futura dosagem plasmética de estradiol.O coracao
e Utero dos animais foram retirados e pesados em seguida.

Os atrios do coracéo foram retirados e incluidos em Tissue Tek O.C.T. —
Optimal Cutting Temperature (Sakura Finetek,CA, USA) e, posteriormente
congelado a -80°C.Os ventriculos dos coracdes foram coletados, congelados
em nitrogénio liquido e acondicionados também a -80°C para experimentos de

biologia molecular e protedmica.

3.3 Quantificacdo do hormdnio 17B-estradiol no plasma

ApoOs coletado o plasma do animal, este foi acondicionado em
eppendorfs na temperatura de -80°C. A dosagem de 17B-estradiol foi realizada
por técnica imuno-enzimatica (ELISA), utilizando o kit ELISA DRG® Estradiol
ELISA para dosagem de Estradiol (EIA2693, DRG Instruments) seguindo o

protocolo proposto pelo fabricante.

3.4 Anédlises histomorfométricas

Para as andlises histoldgicas, utilizou-se um criostato (Leica CM1950),
com o qual foram feitos cortes transversais do atrio esquerdo com espessura
de 8um. Os cortes foram colocados sequencialmente em laminas previamente
gelatinizadas.

As laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) seguindo
protocolo padréo.

A obtencéo de imagens foi realizada com uma camera conectada a um
microscopio de luz com objetiva de 40x (Zeiss Axio Cam). Para analise
morfométrica, foram selecionadas entre 80-100 células, dentro das 20 imagens

capturas por N. Tanto o diametro dos cardiomiocitos, quanto o0 espaco entre os
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cardiomidcitos (area total da imagem - area total de tecido marcado pelo HE x

100, para expressar os dados em %) foram calculados com software ImageJ.

3.5 Coloracao através da sonda dihidroetidina

A verificacdo de ROS ocorreu via oxidacao da dihidroetidina (DHE). Para
tanto, as laminas foram deixadas a temperatura ambiente antes de iniciar os
procedimentos. Primeiramente, incubou-se as laminas com tampao fosfato
(PBS) por 10 minutos, a 37 °C em camara umida. Apos lavagens com PBS, as
amostras foram incubadas com sonda fluorescente DHE a 10uM, diluida em
tampado fosfato, por 30 minutos, também em camara umida, a 37 °C.

A obtencdo de imagens foi realizada em um microscopio de
fluorescéncia (Zeiss Axio Imager com mddulo Apotome) do Centro de
Aquisicdo e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB/UFMG. Para analise

das imagens geradas, utilizou-se o software ImageJ.

3.6 Western Blot

Utilizou-se a técnica de Western Blot para determinar a expressao
protéica do receptor AT1 (AT1r) e das proteinas SOD2 e Gp91. Primeiramente,
o tecido cardiaco foi lisado e as proteinas totais quantificadas pelo método de
Bradford. O gel utilizado para a separacdo do extrato protéico foi preparado a
partir de acrilamida, a 10%, e dodecilsulfato de soddio (SDS-PAGE) e assim,
proteinas foram separadas pelo seu peso molecular. Procedeu-se com o
preparo das amostras utilizando tampéao Laemmli e aquecidas em banho-maria
a 95 °C a fim de desnaturar as proteinas até sua estrutura primaria. As
amostras e 0 padréo de peso molecular (Kaleidoscope Prestained Standards,
Bio-rad Laboratories) foram aplicados em gel de concentrag&o (1M Tris pH: 6,8;
acrilamida 30%; SDS 10%; APS 10% e Temed) e correram em corrente elétrica
constante por 1h 30 min, 120v em gel de separacdo (1,5M Tris pH: 8.8;
acrilamida 30%; SDS 10%; APS 10% e Temed), no sistema montado
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(PowerPac™ HC, BioRad CA, EUA). As placas contendo os géis foram imersos
em tampao de corrida (25 mM de Tris HCI, 190 mM de glicina e 0.1 % de SDS).

Ao término da corrida eletroforética, iniciou-se a etapa da transferéncia:
as proteinas foram transferidas do gel de acrilamida para uma membrana de
PVDF, a qual foi posicionada entre duas espumas embebidas com solucéo de
transferéncia (Tris 25mM, Glicina 190mM, Metanol 20%) em um sistema de
semi-dry (Trans-Blot™ SD semi-dry transfer cell, Biorad CA, EUA), sob uma
corrente continua de 20v, durante 40 minutos.

Com as proteinas ja transferidas para a membrana de PVDF, esta foi
submetida a um bloqueio com BSA 5% (Sigma) diluido em TBS-T (Tris HCI 10
mM, NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,6), durante 1h sob agitacdo, com a
finalidade de evitar a ocorréncia de ligacfes especificas.

As membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas, overnight, a 4°C.
com o0s anticorpos primarios: receptor AT1 (1:1000, AAR-012, Alomone,
Jerusalém, Israel), SOD2 (1:1000, scl37254, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Tx, USA), Gp91 (1:500, sc74514, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Tx,
USA) e B-actina (1:1000, sc-376010, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Tx,
USA).

Apos o periodo de incubacdo com os anticorpos primarios de interesse,
novamente procedeu-se a com TBS-T, seguida de uma nova incuba¢do com 0s
anticorpos secundarios, durante 1 hora sob agitacdo e temperatura ambiente.

Repetiu-se a etapa da lavagem com TBS-T e por fim, as membranas
foram incubadas com reagente para imunodeteccdo por quimioluminescéncia
(ECL plus — Amersham Biotechnology). A revelacdo das bandas se fez por
andlise densitométrica com auxilio do fotodocumentador ImageQuant LAS
4000 Series (GE Healthcare Life Sciences).

3.7 Preparacdo das amostras para proteémica

As amostras foram processadas essencialmente como publicado por
Rodrigues-Ribeiro et al. Os ventriculos congelados foram macerados com o
auxilio de um gral e pistilo. Por conseguinte, os macerados foram
ressuspendidos em tampao de lise (7M de uréia, 2M de tiuréia, 10mM TCEP,

40 mM cloroacetamida, 50mM de TEAB, inibidor de proteases) e as proteinas
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foram reduzidas e alquiladas em temperatura ambiente por 2h. Posteriormente
as amostras foram diluidas 10x com TEAB 50mM. A concentragdo de proteinas
por amostra foi quantificada pelo meétodo fluorimétrico Qubit (Thermo),
seguindo o protocolo especificado pelo fabricante. Seguiu-se com a digestéo, a
qual ocorreu overnight, a 25°C, utilizando a tripsina na propor¢cao de 1:50
(enzima/ proteinas). A reacdo enzimética foi interrompida com a adi¢cdo de
0,5% (concentracdo final) de TFA e as amostras foram secas utilizando
Speedvac. Para a dessalinizacdo das amostras foi utilizado o ZipTip
(Eppendorf) seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. A marcacao das
amostras ocorreu pela técnica de dimetilagdo (Boersema, 2009), utilizando
isétopos com diferentes massas moleculares, para permitir a quantificacdo
relativa dos peptideos digeridos provenientes de tecidos cardiacos de
camundongos fémeas jovens, idosas e idosas tratadas com E2. ApOs a

marcacao, as amostras foram combinadas na mesma proporgéo 1:1:1.

3.8 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS)

e analises de bioinformatica

As amostras foram analisadas por um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia e nanofluxo (nano HPLC ou nHPLC), utilizando um sistema
EASY-nLC (Thermo), acoplado a um espectrometro de massa do tipo
QExactive HF (Thermo).

Os peptideos foram ressuspendidos em solvente A (0,1% (v/v) de acido
férmico) e separados no sistema nHPLC utilizando uma coluna analitica,de 20
cm de comprimento por 75 nmde largura, empacotada com uma resina de fase-
reversa C-18 com particulas de 3 um de didmetro (Dr. Maisch GmbH). Foi
utilizado um gradiente segmentado para separacdo dos peptideos com um
fluxo constante de 250 nL/min. O gradiente utilizado, expresso em
porcentagem de solvente B (95 % (v/v) de acetonitrila e 0,1 % (v/v) de acido
formico), foi o seguinte: i)1-3% em 3 min, ii) 3-25% em 80 min, iii) 25-45% em
10 min, e iv) 45-100% em 3 min.Os peptideos eluidos da coluna eram
ionizados na fonte do tipo nano-eletrospray (nESI), e analisados no analisador

de massa do tipo Orbitrap, utilizando uma resolucao de 120.000 FWHM em 200
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m/z. Os 20 ions de peptideos, também chamados ions parentais,mais intensos
(Top 20) eram selecionados no quadrupolo e fragmentados por HCD (energia
de colisdo normalizada = 28%). Os fragmentos gerados eram analisados no
Orbitrap utilizando uma resolucdo de 15.000 FWHM em 200 m/z. Os ions
parentais ja selecionados para fragmentacdo (MS/MS) eram incluidos em uma
lista de exclusdo dinanica, por 30 segundos, para enviar que 0S mesmos
fossem fragmentados novamente.

Os espectros gerados foram processados no programa Maxquant,
versao 1.6.1.0, para a identificacdo e a quantificacdo das proteinas presentes
nas amostras. Foram utilizados os seguintes parametros para as buscas,
utilizando um arquivo fasta de proteinas de camundongos (Mus musculus)
obtido do banco de dados Uniprot: i) tolerancia para a massa molecular dos
peptideos igual a 4,5 partes por milhdo (ppm), ii) até dois sitios de clivagem
perdidas foram permitidos, iii) carbamidometilagdo da cisteina (modificacéo
fixa), iv) oxidacdo de metionina e acetilagdo do N-terminal de proteinas
(modificacBes variaveis). Apenas proteinas contendo, pelo menos, um peptideo
unico com 99% de confianca (FDR < 0,01) foram consideradas.

Posteriormente, utilizou-se o programa DanteR para tratamento dos
dados, visando identificar quais proteinas eram estatisticamente diferentes
entre os tecidos cardiacos dos trés grupos experimentais. Para tal, as
intensidades das proteinas foram transformados em escala logaritmica na base
2 (log 2), normalizadas, baseado nas medianas, e construidas as razoes
(jovem vs. idosa, jovem vs.idosa tratada, e idosa vs. idosa tratada). As
proteinas foram consideradas estatisticamente significativas quando os valores

das razBes eram maiores do que 1,5 vezes o desvio padrdo de cada condicao.

3.9 Analise estatistica

Para os demais experimentos (exceto os dados da protebmica), as

analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism

versao 5.0 e os dados estdo representados como média + erro padrao medio

(EPM). Utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) para comparacao entre 0s
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grupos, e Teste de Tukey como poés-teste. Estabeleceu-se o nivel de

significancia em p<0,05.
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4. Resultados

4.1 Caracteristicas dos grupos experimentais relacionadas ao
envelhecimento fisiolégico e ao tratamento agudo com E2

Objetivando analisar os efeitos da terapia estrogénica sobre os
parametros ponderais, verificou-se o peso corporal dos animais e o peso do
coragao. Pode-se observar que houve um aumento significativo no ganho de
peso pelas fémeas idosas e idosas tratadas com estradiol, quando comparadas
ao grupo controle representado por fémeas jovens (Fig.1 A: jovens 0,139 *
0,018 g; idosas 0,056 + 0,007 g e idosas+E2 0,205 = 0,011 g). De forma
semelhante, ocorreu 0 aumento do peso do coragédo dos animais destes grupos
(Fig.1 B: jovens 74,70 £ 0,96 mg; idosas 120,80 + 4,35 mg e idosas+E2 126,42
+ 2,68 mg). Por outro lado, a razdo peso do coracdo por peso corporal foi
significativamente alterada apenas no grupo de idosas tratadas com E2 (Fig. 1
C: jovens 3,80 = 0,16 mg/g; idosas 4,37 = 0,27 mg/g e idosas+E2 4,86 + 0,33
mg/qg).

Visando comprovar a eficiéncia do tratamento hormonal com estradiol,
verificou-se 0 peso uterino e a dosagem plasmatica de 17B-estradiol nos
animais. Comprovou-se a deficiéncia estrogénica no grupo de fémeas idosas
ao passo que o tratamento hormonal foi capaz de reverter 0s niveis
plasmaticos de estradiol (Fig.1 D: jovens 41,08 + 6,56 pg/mL; idosas 12,57 +
2,22 pg/mL e idosas+E2 36,05 + 9,16 pg/mL).
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Figura 1. Caracteristicas fisiolégicas dos animais e efeitos da terapia
estrogénica. A) Andlise do peso corporal (g) dos grupos experimentais. B)
Andlise do peso do coracao (mg) dos grupos experimentais. C) Razao entre o
peso do coracdo pelo peso corporal dos animais (mg/g). D) Dosagem

plasmatica de E2. * p<005, ** p<0,01 vs Jovem. n= 4-6.
4.2 Avaliacédo de parametros relacionados a hipertrofia cardiaca
Com a finalidade de caracterizar a hipertrofia cardiaca nos grupos

experimentais, utilizou-se analise histologica do tecido cardiaco pela coloragéo

HE, e a expressao protéica do AT1r por Western Blot.

36



4.2.1 Avaliacao da hipertrofia cardiaca por meio de histologia

Pode-se observar, por meio da coloracdo HE, que houve um numero
equivalente do diametro dos cardiomiocitos em idosas e idosas+E2, os quais
apresentaram aumento do diametro em relacdo ao controle, demonstrando
uma hipertrofia idade dependente (Fig. 2 B: jovens 18,53 + 0,46 um; idosas
25,18 £ 0,99 um e idosastE2 24,25 + 1,20 um). Entretanto, ao analisar a
espaco entre cardiomiécitos, apenas o grupo de idosas se apresentou diferente
dos demais. Isso demonstra que o0 grupo que recebeu estrogénio ndo obteve
alteracdo do espaco entre os cardiomiécitos, comparado ao controle (Fig 2 C:
jovens 22,92 + 4,16 %; idosas 39,24 + 2,94 % e idosas+E2 30,92 + 1,2 %).
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Figura 2: Avaliacdo de parametros da hipertrofia cardiaca por meio de HE.
A) Imagens demonstrativas da coloracdo HE no tecido cardiaco dos grupos
experimentais. B) Andlise do diametro dos cardiomiécitos (um). C) Andlise do
espaco entre cardiomiocitos pela area total (% de area total). *p<0,05, **
p<0,01 e *** p<0,001 quando comparados com grupo Jovem. n= 4-5. Escala,
200 pixels =15 pm.
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4.2.2 Avaliacdo da hipertrofia cardiaca pela expressdo protéica do
receptor AT1

O AT1r é expresso em véarios tecidos do sistema cardiovascular, como o
musculo cardiaco, e € um dos mediadores das a¢fes da angiotensina Il (Ang
II), a qual € um potente vasoconstritor e regulador do volume extracelular
(Kawai et al., 2017). A Ang Il, também conhecida por participar ativamente do
mecanismo de hipertrofia cardiaca, uma vez que o estiramento hipertréfico de
cardiomidcitos ativa a liberacdo de Ang Il, a qual é pré-formada e armazenada
no proprio tecido cardiaco. Outro mecanismo possivel diz respeito a uma maior
sintese intracelular de Ang Il (Mill, Pimentel et al. 2004). Dessa maneira, é
possivel realizar uma avaliacao da hipertrofia cardiaca através do AT1r, sendo
considerado, neste trabalho, um dos marcadores hipertréficos.

Por meio da técnica de Western Blot, observou-se um aumento na expressao
protéica do AT1r no tecido cardiaco de fémeas idosas quando comparadas
com o controle (jovens). De forma interessante, o tratamento agudo de fémeas
idosas com E2, reverteu a expressao do receptor a niveis similares aos do
controle (Fig. 3: jovens 1,00 + 2,61e-006 U.A.; idosas 2,02 £ 0,094 U.A. e
idosas + E2 0,68 + 0,26 U.A)).
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Figura 3: Avaliagdo da hipertrofia cardiaca por meio da expressdo do
AT1r. Andlise da expressao protéica do receptor AT1r por Western Blot dos
grupos experimentais. Normaliza¢éo feita com B-actina como controle interno.

* p<005 vs Jovem e # p<0,05 vs ldosa. n= 4.

4.3 Analise quantitativa do proteoma cardiaco

Através da ferramenta protedmica foram identificadas 1435 proteinas
cardiacas. Para realizar inferéncias biol6gicas, fez-se o tratamento estatistico e
a normalizacdo dos dados, para que, dessa forma, fosse possivel visualizar as
proteinas que estdo diferencialmente reguladas nas trés condi¢cdes. Foram
encontradas 63 proteinas reguladas, as quais foram comparadas da seguinte
maneira: fémea idosa vs fémea jovem, fémea idosa tratada vs fémea idosa e
fémea idosa+E2 vs fémea jovem,as quais foram demonstradas nas tabelas a
seguir por meio de um mapa de calor, onde cores frias representam proteinas
reguladas positivamente e as quentes, proteinas reguladas negativamente.

Na comparacao entre os grupos fémea idosa vs fémea jovem observou-
se a regulacdo de 13 proteinas (Tabela 2). Dessas proteinas, 7 estavam

aumentadas e 6 reduzidas em fémeas idosas quando comparadas com fémeas
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jovens. As duas proteinas com maior expressao diferencial em fémeas idosas
foram: proteina S100-a10 (3,54) e miosina-7 isoforma X1 (3,32). Por outro lado,
proteinas como Carboxylesterase 1D, secernin-3 isoform X2 e
Serine/threonine-protein  kinase WNK2 se destacaram pela expressiva
regulacdo negativa (downregulation) no grupo de fémeas idosas quando

comparada as fémeas jovens (-3,23; -3,15 e -2,58; respectivamente).

Tabela 2: Mapa de calor demonstrativo da razéao idosas vs jovens em escala

logaritmica.
EXPRESSAO
p DIFERENCIAL
ID GENE PROTEINA (xlog2)

W Myosin light polypeptide 6 2.06
Q91X72 Hpx Hemopexin 1.95
Q3TXS7 Psmd1l 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 1.61
P06728 Apoad Apolipoprotein A-IV 1.35

Ao compararmos o grupo de idosas tratadas vs idosas observou-se um

total de 27 proteinas reguladas (Tabela 3), das quais 16 estavam reguladas
positivamente, ou seja, aumentadas nas idosas tratadas. Podem-se destacar,
entre elas, as proteinas com maior expressao diferencial: Cytochrome c
oxidase subunit 7C, mitochondrial (2,83) e Serine/threonine-protein kinase
WNK2 (2,48). De forma contraria, observam-se 11 proteinas reguladas
negativamente, sendo que a Protein S100-a10 apresentou a maior regulagéo
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diferencial entre estas (-4,57), demonstrando que ocorreu uma grande reducéo
de sua expressdo apos o tratamento hormonal, seguida pela proteina

Microtubule-associated protein 4 (-2,78).

Tabela 3: Mapa de calor demonstrativo da razdo idosas+E2 vs idosas em

escala logaritmica.

EXPRESSAO

. DIFERENCIAL
ID GENE  PROTEINA (xlog2)

P01942 Hba Hemoglobin subunit alpha 1.34
P14131 Rpsl6 40S ribosomal protein S16 0.93
Q9CR21 Ndufabl  PREDICTED: acyl carrier protein, mitochondrial isoform X1 0.79
Q9D023 Mpc2 Mitochondrial pyruvate carrier 2 0.56
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Na comparacao entre idosas+E2 vs jovens, 20 proteinas estiveram

significativamente reguladas (Tabela 4). Destas, observa-se 7 proteinas
aumentadas, com a maior expressao diferencial sendo de 2,94 e
correspondendo a proteina CD151 antigen. Com valor bem préximo de 2,93,
tem-se a Alpha-1-anti trypsin 1-2. De forma contraria, 13 proteinas
apresentaram uma regulacdo negativa (downregulated), sendo que a
Methylthioribulose-1-phosphate dehydratase apresentou o menor valor de

expressao diferencial (-4,33).

Tabela 4: Mapa de calor demonstrativo da razdo idosas+E2 vs jovens em
escala logaritmica.

EXPRESSAO

p DIFERENCIAL
ID GENE PROTEINA (xlog2)

P46425 Gstp2 Glutathione S-transferase P 2 -1.38
P62852 Rps25 40S ribosomal protein S25 -1.60
Q99KR7  Ppif Peptidyl-prolylcis-transisomerase F, mitocondrial -1.77
Histone
P84228 histone H3.2
H3.2 -1.95
P09103 P4hb Proteinbdisulfide-isomerase -1.95
Q9D7J4 Cox20 Cytochrome c oxidasebprotein 20 homolog -1.95
Q8R404 Micl3 MICOS complexsubunit MIC13 -2.33
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P27546 Map4 Microtubule-associatedprotein 4 -2.49
P13634 Carl PREDICTED: carbonic anhydrase 1 isoform X1 -2.94

Q9CPR4 Rpll17 60S ribosomal protein L17 -3.05

ApOs a obtencao estes dados, foi possivel analisa-los quanto as funcdes
que desempenham no tecido cardiaco, na senescéncia e apoés tratamento
estrogénico. O software String € um banco de dados online que permite obter
informacdes sobre proteinas e suas interacdes, portanto, foi de suma

importancia na andlise protedmica a seguir.

4.3.1 Andlise da senescéncia: fémeas jovens vs fémeas idosas

Como mencionado anteriormente, realizou-se a construcao de mapas de
interacdes, com a ferramenta String, e uma analise de ontologia génica (GO),
com termos biolégicos, onde foram destacadas as relagbes em comum que
agruparam dois ou mais genes. A Figura 4 mostra a interrelacdo de duas
funcbes bioldgicas dentro da analise da senescéncia: sistema de contragcdo de
fibras musculares, representado em vermelho e homeostase quimica, em azul.
Genes representados por circulos em cinza possuem relagcdo com 0s outros
genes ligados a ele, porém ndo as referidas funcbes que foram citadas

anteriormente.
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Figura 4: Relacbdes entre genes apontadas pela ontologia génica na
comparacado entre fémeas idosas e jovens. Representacdo das proteinas
gue se relacionam entre si nas funcées de homeostase quimica (em azul) e

contracao de fibras musculares (em vermelho), através da GO.

ApoGs a analise efetuada, observa-se na Tabela 5, o envolvimento de
quatro genes na homeostase quimica, implicados na manutencdo de um
estado de equilibrio quimico celular, sendo que metade estd regulada
negativamente. Este fato aponta para uma deterioracdo da funcao fisioldgica,
que € idade dependente, onde ha também uma perda regenerativa da mesma.
Considerando a comparacao feita, entre idosas e jovens, é natural que exista
essa perda de equilibrio. De forma contraria, é possivel ver todos os genes
regulados positivamente no processo de contragdo muscular, uma vez que no
envelhecimento é factivel um maior recrutamento da maquinaria da contracao
do musculo cardiaco, para que exista um bombeamento sanguineo mais
efetivo. Nesse caso, também é um achado que concorda com a fisiologia do
envelhecimento, pois estdo sendo recrutadas mais proteinas, ou seja, existe

uma regulacao positiva, para auxiliar neste processo.
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Tabela 5: Descricdo de cada um dos genes destacados na senescéncia nas

relacdes estabelecidas.

Gene Regulacgéo GO

Myh7 Upregulated Sistema de contracéo de
fibras musculares

Myl6 Upregulated Sistema de contracéo de
fibras musculares

Hpx Upregulated Homeostase quimica
Apoa4d Upregulated Homeostase quimica
Car2 Downregulated Homeostase quimica
Slc4al Downregulated Homeostase quimica

4.3.2 Andlise do tratamento estrogénico: fémeas idosas tratadas vs
fémeas idosas

ApoOs analise da senescéncia, procurou-se entender o que ocorre na
senescéncia durante o tratamento estrogénico, sob a 6tica da proteémica.
Semelhantemente, fez-se uma analise de GO para verificar o efeito do
tratamento estrogénico, entre fémeas idosas tratadas e nao tratadas (Figura 5).

As funcbes bioldgicas destacadas nesta analise de GO séo
representadas pela cor vermelha, demonstrando genes relacionados a
respiracdo aerdbica; pela cor azul na sintese de ATP mitocondrial acoplado ao
transporte de elétrons; e pela cor verde indicando o processo de oxirreducao.
Genes representados por circulos em cinza possuem relacdo com 0s outros
genes ligados a ele, porém ndo as referidas funcbes que foram citadas

anteriormente.
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Figura 5: Relacdes entre genes apontadas pela ontologia génica na
comparacao entre fémeas idosas tratadas e ndo tratadas. Representacéo
das proteinas que se relacionam entre si nas funcdes de respiracdo aerdbica
(em vermelho), sintese de ATP mitocondrial acoplado ao transporte de elétrons

(em azul) e oxirreducéo (em verde), através da GO.

Nesta analise verificou-se que existem sete genes envolvidos em trés
processos bioldgicos 0s quais apresentaram uma regulacdo positiva apés
tratamento. O processo de oxirreducdo, a respiracdo aerébica e a sintese de
ATP mitocondrial acoplado ao transporte de elétrons apresentou uma melhora
significativa, indicando que o0 estrogeno contribuiu para uma melhora da
estabilidade celular geral. E possivel sugerir que o tratamento estrogénico
conferiu uma maior defesa antioxidante e uma respiracédo celular mais efetiva,
0 gque pode ser um caminho para a protecdo do tecido cardiaco aos danos

ocasionados pelo envelhecimento.
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A Tabela 6 descreve cada um dos genes destacados nas relacdes

estabelecidas.

Tabela 6: Descricdo de cada um dos genes destacados o tratamento com E2

nas relacdes estabelecidas.

Gene Regulacao GO

ldhl Upregulated Processo de oxirreducao
Respiracdo aerodbica

Fthl Upregulated Processo de oxirreducao
Txnl Upregulated Processo de oxirreducao
Cycs Upregulated Processo de oxirreducao

Respiracdo aerodbica
Sintese de ATP mitocondrial
acoplado ao transporte de
elétrons

Cox7c Upregulated Processo de oxirreducao
Respiracdo aerobica
Sintese de ATP mitocondrial
acoplado ao transporte de
elétrons

Sdhc Upregulated Processo de oxirreducao
Respiracéo aerdbica
Sintese de ATP mitocondrial
acoplado ao transporte de
elétrons

Ndufabl Upregulated Processo de oxirreducao
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4.4  Avaliacao das espécies reativas de oxigénio (ROS)

A fim de verificar a contribuicdo das ROS no processo de senescéncia
do tecido cardiaco, como sugerido anteriormente, comparou-se 0s trés grupos
experimentais por meio de técnicas de biologia molecular e histologia. Dois
alvos foram testados via Western Blot: SOD2 e NADPH oxidase (Gp91), e para
histologia, oxidacéo da DHE.

Como demonstrado nas Figuras 6 A e B, ambos os alvos testados,
SOD2 (Fig. 6 A: jovem 1,00 + 8,819e-006 U.A.; idosa 0,98 + 0,23 U.A. e idosa +
E2 0,50 + 0,018 U.A.) e Gp91l (Fig. 6 B: jovem 0,99 * 6,403e006 U.A.; idosa
0,83 £ 0,16 U.A. e idosatE2 0,24 + 0,060 U.A.), tiveram sua expresséo
diminuida pelo tratamento estrogénico, quando comparados com O grupo
controle. Isso sugere que houve uma diminuicdo da formacdo de ions
superoxidos, pelo Gp91, e uma menor manutencdo das ROS pela SOD2.
Sugere-se que, além de uma menor formacdo das ROS que potencialmente
atacariam o tecido cardiaco, como visto anteriormente, existe uma maior
protecdo antioxidante no tecido cardiaco, ou seja, 0 mesmo sofre menos
ataques pelo oxigénio e demanda uma menor defesa contra o0 mesmo, 0 que

explicaria o resultado visto.
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Figura 6: Expressdo de enzimas anti e pro-oxidantes no tecido cardiaco
de fémeas jovens, idosas e idosas tratadas com E2. A) Analise da
expressao protéica da SOD2 em tecido cardiaco por Western Blot. B) Analise
da expressdo protéica da Gp91l em tecido cardiaco por Western Blot.

Normalizacao feita com B-actina como controle interno. # p<0,05 vs Idosa. =4.

A partir dos resultados acima, avaliou-se a presenca de ROS em cortes
histoldgicos, via imunofluorescéncia. N&o observou-se uma diferenca
significativa entre os grupos estudados, ndo sendo possivel avaliar os
produtos de oxidacdo da DHE e da geracédo de EROS (Fig. 7 A e B: jovem 2,95
+ 0,77 x10*°U.A.; idosa 3,17 + 0,68 x10” U.A e idosa+E2 2,92 + 0,60 x10°U.A).
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Figura 7: Avaliagcdo de ROS por fluorescéncia total derivada da oxidacéo
da DHE. A) Imagem representativa da coloragdo DHE (em vermelho) dos trés
grupos experimentais, demonstrando as marcac¢des do tecido cardiaco e dos
nacleos dos cardiomiécitos (DAPI, em azul). B) Quantificacdo da intensidade

de fluorescéncia pela oxidacdo da DHE no tecido cardiaco.
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5. Discussao

A hipertrofia cardiaca é uma marca do envelhecimento cardiaco, a qual
€ considerada um mecanismo adaptativo a diversos estimulos fisiolégicos e
patolégicos. Uma vez que os cardiomidcitos possuem uma capacidade limitada
de proliferacdo, o coracdo entdo modula seu volume e massa muscular como
um meio de aumentar sua for¢a contratil. Esse remodelamento hipertrofico
ocorre, portanto, com um aumento de tamanho e forma dos cardiomiocitos com
0 passar da idade, entretanto, esta adaptacao acarreta em desfechos adversos
e aumenta a mortalidade por DCV (Gallo, 2019). Corroborando com 0 exposto,
em fémeas idosas, observou-se, por meio de histologia, uma hipertrofia
fisiolégica do tecido cardiaco. Adicionalmente, apenas fémeas idosas
apresentaram um aumento do espaco entre cardiomiocitos em relacdo ao
controle. De forma interessante, o tratamento agudo com E2, proporcionou a
manutencdo do tamanho do cardiomiécito e espaco extracelular entre os
catdiomiécitos quando comparado com as fémeas idosas, o que demonstra um
potencial beneficio do tratamento em relacdo a hipertrofia de cardiomiécitos. E
sabido que o estrdgeno causa uma maior degradacdo da calcineurina por via
ubiquitina-proteassoma, ativada pelo receptor de estrogeno (. Estudos
demonstraram que camundongos knockout para a calcineurina né&o
apresentaram hipertrofia cardiaca. Essa falta da calcineurina anula a
sinalizagdo citada anteriormente, por meio da familia NFAT de fatores de
transcricdo, sugerindo que esta pode ser uma via para a inibicdo da hipertrofia
pelo estrogeno (Knowlton, 2012). Adicionalmente, é bem descrito na literatura a
acao cardioprotetora do E2 sobre a extensdo da hipertrofia em modelo de
sobrecarga pressorica, diminuindo a deterioracdo da funcdo sistélica, bem
como preservou a contratilidade do ventriculo esquerdo (lorga, 2018), o que
demonstra a contribuicdo do E2 para reverter o dano causado pela a hipertrofia
cardiaca.

Outro marcador utilizado para avaliagdo da hipertrofia neste trabalho foi
o AT1r. Verificou-se um aumento da expressdo protéica deste receptor em
fémeas idosas, em relagédo ao controle. De fato, existem evidéncias do papel
do AT1lr no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, como na resposta a

coarctagdo adrtica ou infarto agudo do miocardio (Chen, 2004). Outros estudos
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demonstram que o uso crénico de Losartan, um bloqueador do AT1r, em ratos
espontaneamente hipertensos reduziu a massa ventricular esquerda (Xie,
2005). Camundongos fémeas que passaram pelo tratamento com E2
demonstraram uma reducdo da expressao do AT1r, bem como um resultado
positivo na reducdo da hipertrofia cardiaca. E citada a regulacdo negativa do
estradiol na expressao génica do AT1r, e a super expressao do AT1r em ratos
fémeas ovariectomizados. Essa superexpressdo é descrita com um papel
decisivo no desenvolvimento de aterosclerose e hipertensao (Hong, 1992;
Nickenig, 1998).

Adentrando na andlise protedmica da senescéncia, observou-se um
envolvimento de genes relacionados a contracdo muscular das fibras
cardiacas, como Myh7 e Myl6, ambas reguladas positivamente. Com o
envelhecimento, sdo geradas forcas desiguais entre os cardiomidcitos e outras
células, os quais hipercontraem. Esse aumento da contracdo esta ligado ndo
s6 a um desarranjo de cardiomiécitos, mas também a ativacdo de vias
dependentes de estiramento, como a do TGF-B, que pode resultar em fibrose
intersticial e hipertrofia (Montag, 2018). Outro ponto abordado foi a homeostase
quimica, a qual se mostrou prejudicada na comparacdo entre animais jovens e
idosos. Hpx e Apoa4 estdo reguladas positivamente, enquanto Car2 e Slc4al,
negativamente. Varias doencas compartilham a caracteristica de possuirem
depositos intra e extracelulares de proteinas alteradas, com prejuizo da da
magquinaria celular, seja por conformacdo ou modificacdes pos-traducionais.
Este fato demonstra como a homeostase € importante para que haja um
funcionamento celular adequado, e que se adapte a situacfes de estresse
fisioldgico ou patoloégico (Morimoto, 2014). Na senescéncia é esperado que a
capacidade funcional, e portanto, a homeostase, das células diminuam, bem
como a funcdo dos érgdos e a capacidade reparativa dos tecidos (Keyes,
2018), o que corrobora com os achados protedmicos.

Ao analisar o tratamento com E2 pela 6tica da protebmica, evidenciou-se
7 genes, upregulated, relacionados a funcfes de respiracdo aerébica, processo
de oxirreducédo e sintese de ATP mitocondrial acoplado ao transporte de
elétrons. Estas trés funcdes citadas remetem a uma melhora metabdlica celular
geral, a qual esta intimamente ligada as fun¢des mitocondriais, uma vez que a

taxa de respiragdo mitocondrial pode ser utilizada para mensurar a
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bioenergética mitocondrial (Son, 2017). Outro ponto interessante, demonstrado
por Lapointe e Hekimi, é que a vida util de roedores gira em torno da funcao
mitocondrial, incluindo a respiracdo e a sintese de ATP acoplado a cadeia de
elétrons (Lapointe, 2008), logo, uma melhora do metabolismo mitocondrial
pode retardar sinais do envelhecimento e o desenvolvimento de patologias no
tecido cardiaco. De fato, é demonstrado na literatura que camundongos
mutantes mitocondriais, 0s quais possuem uma subunidade de DNA
polimerase deficiente, apresentaram uma diminuicdo da respiracdo celular,
maior producdo de ROS mitocondrial, acumulo de mutacdo do DNA
mitocondrial e dano oxidativo, ou seja, apresentou caracteristicas proeminentes
do envelhecimento (Wei, 2009). Dessa forma, o tratamento estrogénico nas
fémeas idosas demonstrou beneficio na manutencdo dos cardiomidcitos, com
potencial para retardar o desenvolvimento de DCV e marcas do
envelhecimento. O estrogeno € descrito como regulador direto de varios
processos mitocondriais, como producdo de ATP, potencial de membrana e
producdo de ROS e sua perda progressiva implica no declinio das funcdes
mitocondriais e redox, 0 que explicaria o resultado obtido (Torres, 2018).
Curiosamente, a proteina S100al0 esteve presente como a maior
regulacéo positiva no envelhecimento, ao comparar 0s animais jovens e idosos
e ao mesmo tempo também apresentou a maior regulacdo negativa apdés o
tratamento com E2, na comparacdo entre idosas e idosas tratadas com
estradiol. A anexina A2 forma um complexo heterotetramérico com a S100a10,
onde duas moléculas de anexina A2 sdo ligadas entre si por um dimero da
proteina S100aA10. Observa-se também quatro dominios a-helicoidais, que
permitem a ligacdo com o0 calcio e a adequada funcionalidade celular. A
formacao do complexo confere a S100a10 uma maior estabilidade, bem como
uma protecdo contra o0 sistema ubiquitina-proteassoma. E descrita a
participacdo deste complexo na homeostase de calcio no tecido cardiaco
(Song, 1998). Também ¢é relatado na literatura 0 aumento da expressédo de
DAMPS (padrbes moleculares associados a danos), dentre eles, a familia S100
de proteinas de ligacédo ao célcio, em resposta a diminuicdo da funcionalidade
do sistema ubiquitina-proteassoma no envelhecimento (Huang, 2015). DAMPS
sao indutores de estresse celular, sendo associados a diminuicdo da

longevidade em modelos murinos, por gerar instabilidade genémica, inflamacao
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e lesdo de organelas (Huang, 2015). A funcionalidade prejudicada do sistema
ubiquitina-proteassoma ndo s6 é relacionada com o acumulo de proteinas
danificadas, mas também favorece a expressdo de proteinas e o crescimento
celular, sendo relacionado a hipertrofia ventricular (Cacciapuoti, 2014). A
expressiva downregulation de S100al0 apés o tratamento estrogénico
demonstrada neste trabalho sugere que o E2 € benéfico neste sentido e
possivelmente contribui para a reversdo da funcionalidade do sistema
ubiquitina-proteassoma, bem como uma maior defesa contra o dano oxidativo.

De forma semelhante, as proteinas Wnk2 e Timml3 também
apresentaram mudanca de seus comportamentos antes e ap0s o tratamento
estrogénico, tornando-se positivamente regulados.

O gene Wnk é integrante da familia serina/treonina de proteinas
quinase, reconhecidas pela regulacdo do transporte de ions através das
membranas celulares em mamiferos e possui implicacdo na progressao de
canceres (Gallolu Kankanamalage, 2018). Paricularmente, a proteina Wnk2 é
expressa predominantemente no cérebro, coracdo, musculo cardiaco, intestino
delgado e colon (Costa, 2015). E citado por Costa et al que auséncia da
proteina Wnk2 esté relacionada a uma maior atividade da MMP2, e portanto,
uma maior degradagao da matriz extracelular tecidual. A degradagéo da matriz
extracelular do miocardio é de grande importancia para a homeostase
cardiaca, e sua desregulacédo pode levar a um remodelamento cardiaco, com
disfuncédo sistdlica e diastdlica, culminando em faléncia cardiaca. Durante o
envelhecimento cardiaco foi visto uma regulacdo negativa (-2,58), a qual foi
revertida com a reposi¢cdo hormonal com estradiol (2,48). Diante do exposto,
evidencia-se um beneficio em manter os niveis da proteina Wnk2 baixos

Timm13, proteina mitocondrial, desempenha acdes importantes no
metabolismo energético celular (Lutz, 2003). Sua desregulacdo implica em
aumento da sensibilidade do coracdo senescente ao estresse (Lesnefsky,
2016). Como verificado em analise protedmica, a proteina timm13 teve sua
expressao diminuida no envelhecimento (-2,16) e elevada apGs tratamento com
estradiol (2,35). Em comparacdo dos grupos idosas vs jovens, € possivel inferir
que existiu uma degeneracao tipica da idade no tecido cardiaco, enquanto que

0 aumento na expressao da referida proteina sugere que o tratamento conferiu
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uma maior resisténcia ao estresse celular, e evitou o declinio do metabolismo

mitocondrial cardiaco durante o envelhecimento.

O envelhecimento é marcado pela producédo de altas taxas de ROS, o
que leva ao acumulo de danos ao DNA, e é implicado em varias doencas
relacionadas a idade (Davalli, 2016). As células senescentes respondem ao
estresse desenvolvendo alguns mecanismos para manter o fendtipo
senescente, como o0 encurtamento de teldbmeros, acumulacdo de danos ao
DNA, alteracbes metabdlicas e a producdo excessiva de ROS. Estes
mecanismos geram consequéncias, como a producdo constitutiva de mais
ROS (Davalli, 2016). Fato este que corrobora com a expressdo protéica
aumentada de enzimas pré-oxidantes Gp9le SOD2 em fémeas idosas,
encontrados neste trabalho. A principal via responséavel pela reparacdo do DNA
mutado é o Reparo de Excisdo de Bases (BER), o qual tem sua capacidade
diminuida com o envelhecimento. Segundo estudos, esta diminuicdo de
funcionalidade esta relacionada a endonuclease apurinérgica / apirimidinica 1 /
fator efetor redox 1 (APE1 / Ref-1), a qual representa um fator limitante para o
BER. Quando as taxas da endonuclease sdo comparadas entre camundongos
jovens e idosos, em situacéo de estresse, esta aparece aumentada em cobaias
jovens, as quais sdo mais responsivas ao estresse oxidativo (Luceri, 2017) e
demonstra a responsividade do organismo envelhecimento em resposta as
ROS.

Estudos demonstram que a expressdao de SOD2 pode conduzir a
faléncia cardiaca, uma vez que contribui para hipertrofia celular, apoptose e
fibrose intersticial. Outro fato interessante € a regulacao positiva de SOD2 em
cardiomiécitos em pacientes com insuficiéncia cardiaca submetidos a um
modelo de sobrecarga cardiaca (Brandt, 2016)

De forma interessante, ap0s tratamento com E2, as proteinas Gp91l e
SOD2 obtiveram uma diminui¢cdo substancial, embora o estrégeno em si tenha
uma fraca atividade direta no sequestro de radicais livres, o0 resultado
encontrado pode ser explicado por acdes indiretas, como a inibicdo da
peroxidacdo lipidica induzida pelo ferro, oxidacdo do LDL, oxidacdo do
colesterol e a formagdo de dienos conjugados, as quais sdo consideradas

atividades antioxidantes potentes (Jia, 2014). Também é importante citar que
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foi proposto o aumento da expressdo génica de proteinas funcionais
mitocondriais pelo E2, além de suas propriedades antioxidantes (Yao, 2014), o
que contribui para a explicacdo. Adicionalmente, as ROS foram avaliadas
também por meio da oxidacdo do DHE, o qual demonstrou que as fémeas que
receberam E2 apresentaram tendéncia de diminuicdo da producdo de ROS,

porém nédo de forma significativa.
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6. Conclusdes

A protedbmica envolve a identificacdo de proteinas e a determinacgéo de
seu papel nas funcdes fisiologicas e fisiopatologicas. Devido ao grande nimero
de genes envolvidos em DCV, os mecanismos pelos quais esses genes afetam
0 risco cardiovascular ainda ndo sdo bem estabelecidos. Neste estudo a
ferramenta foi de suma importancia, uma vez que ofereceu uma visdo completa
acerca do painel protéico do tecido cardiaco e demonstrou, de forma simples,
marcas do envelhecimento através da analise da expressdo de proteinas
especificas e sua modulacao pelo estradiol. Foi demonstrado, na senescéncia,
0 maior recrutamento de proteinas a fim de melhorar a eficiéncia da contracao
do mdasculo liso cardiaco, além de uma homeostase quimica celular
prejudicada. Apds tratamento estrogénico, percebe-se uma reducdo da
producdo de ROS mitocondrial, o qual esté relacionado a uma melhora do
metabolismo celular geral, com uma producédo de ATP mais abundante e uma
respiracao celular mais eficiente.

Os resultados demonstraram que o tratamento agudo com E2 na
senescéncia possui efeitos anti-hipertroficos, reduzindo o didmetro dos
cardiomiécitos e o espaco extracelular entre os mesmos. Observou-se uma
reducdo da expressao de AT1r, também refletindo na hipertrofia do tecido.
Adicionalmente, houve uma menor expressdo de enzimas pro-oxidantes,
contribuindo para a reducéo do estresse oxidativo celular.

Este trabalho fornece uma base para o desenvolvimento de novos estudos
acerca da senescéncia, o tratamento hormonal estrogénico e sua correlacdo

com doencas cardiovasculares.
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7. Perspectivas

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, novas questbes
surgiram acerca dos mecanismos celulares, moleculares e génicos envolvidos
na senescéncia e pelo tratamento estrogénico no tecido cardiaco. E valido
destacar que embora esses sejam resultados importantes, experimentos
adicionais sdo necessarios para responder algumas questdes e esclarecer
melhor os mecanismos envolvidos nesses processos.

o Aprofundar e investigar melhor algumas proteinas e genes especificos
encontrados pela analise protedbmica realizada, como a proteina S100al0 e
seu papel na senescéncia, além de realizar uma validagdo adicional por meio
de outros métodos;

o Realizar analises mais detalhadas acerca da hipertrofia cardiaca, com a

utilizacado de marcadores hipertroficos classicos.
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