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Resumo

A menopausa é um evento decorrente do envelhecimento natural do organismo feminino, em
que ha a faléncia ovariana, que, por consequéncia leva ao hipoestrogenismo. Com a reducéo gradual
das concentracfes de estrogénio (E2), a mulher torna-se mais suscetivel a desenvolver um quadro
de inflamacédo crbnica de baixo grau. Os baixos niveis de E2 reduzem a expressédo de genes que
afetam o balanco entre 0 gasto e consumo energético, além de afetar negativamente o metabolismo
de carboidratos e lipideos. Por outro lado, o E2 possui a capacidade de induzir a expresséo da
proteina HSP72, um dos membros da familia de proteinas de choque térmico de 70 kDa, as quais
sdo anti-inflamatérias e citoprotetoras. Possuem a expressdo modulada por diferentes tipos de
situacdes fisiologicamente estressoras, incluindo o estresse por calor. Portanto, durante a
perimenopausa, varias funcdes homeostaticas baseadas na expressdo de HSP70 dependente de E2
podem entrar em colapso. Neste estudo, investigamos os efeitos do envelhecimento em
camundongos fémeos, sob a 6tica da Resposta de Choque Térmico (Heat Shock Response, HSR) via
eixo oxido nitrico (NO)-proteinas de choque térmico de 72 kDa, mediada por E2. Utilizamos
camundongos fémeos (Mus musculus) da linhagem C57BL/6J: adultos jovens (4 meses) e
envelhecidos (16 meses), sendo submetidos aos seguintes tratamentos: HS (choque térmico por 2
meses 1 x por semana = 8 sessdes com anestesia) ou SHAM (animais controles anestesiados, a
37 °C ou mantidos em sala com ar condicionado desligado e luz de tungsténio para manter a
temperatura). Observamos que, o conteldo de HSP72 (HSPA1A) muscular do gastrocnémio
apresentou um aumento de 59 % no grupo HS quando comparado ao grupo SHAM nas fémeas
adultas e um aumento de 77 % no grupo HS comparado ao grupo SHAM (p=0,0341). Ainda com
relagdo a HSP72, houve diferenca (p=0,0047) entre as idades dos animais que receberam o HS,
indicando um aumento mais acentuado nas concentra¢cdes musculares desta proteina nas fémeas
envelhecidas. Como efeito do HS também observamos um aumento nas concentragbes de 17f3-
Estradiol comparado ao grupo SHAM (p=0,0467), sendo de 83 % no grupo HS (4 meses) e de 80 %
do grupo HS (16 meses). Nossos resultados sugerem o potencial uso do HS como alternativa a
terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH) especialmente no que tange sua seguran¢a em longo prazo.
Assim, percebemos possiveis efeitos protetores sendo restabelecidos pela via da HSR, até entdo
suprimida em decorréncia dos efeitos do envelhecimento/menopausa natural do metabolismo
feminino. A reducéo da capacidade metabdlica, dentre outros efeitos, esté relacionada a manutencao
do status hormonal necessario aos niveis citoprotetores conhecidos.

PALAVRAS-CHAVES: HSP70; Estrogénio; Choque térmico; Envelhecimento; Menopausa.



Abstract

Menopause is an event resulting from the natural aging of the female organism, in which there
is ovarian failure, which consequently leads to hypoestrogenism. With the gradual reduction of
estrogen (E2) concentrations, the woman becomes more susceptible to developing low-grade chronic
inflammation. Low levels of E2 reduce the expression of genes that affect the balance between energy
expenditure and consumption, in addition to negatively affecting carbohydrate and lipid metabolism.
On the other hand, E2 induces the expression of the HSP72 protein, one of the members of the
70 kDa heat shock protein family, which is anti-inflammatory and cytoprotective. Their expression is
modulated by different types of physiologically stressful situations, including heat stress. Therefore,
during perimenopause, various homeostatic functions based on the E2-dependent expression of
HSP70 may collapse. In this study, we investigated the effects of aging in female mice, from the
perspective of the Heat Shock Response (HSR) via the E2-mediated nitric oxide (NO)-72 kDa heat
shock protein axis. We used female mice (Mus musculus) of the C57BL/6J strain: young adults (4
months) and aged (16 months), undergoing the following treatments: HS (heat shock for 2 months
once a week = 8 sessions with anesthesia) or SHAM (control animals anesthetized, at 37 °C or kept in
a room with air conditioning turned off and tungsten light to maintain temperature). We observed that
the gastrocnemius muscle content of HSP72 (HSPA1A) showed a 59 % increase in the HS group
when compared to the SHAM group in adult females and a 77 % increase in the HS group compared
to the SHAM group (p=0.0341). Still, concerning HSP72, there was a difference (p=0.0047) between
the ages of the animals that received the HS, indicating a more accentuated increase in the muscular
concentrations of this protein in the aged females. As an effect of HS, we also observed an increase in
17B-Estradiol concentrations compared to the SHAM group (p=0.0467), being 83% in the HS group (4
months) and 80% in the HS group (16 months). Our results suggest the potential use of HS as an
alternative to hormone replacement therapy (HRT), especially regarding its long-term safety. Thus, we
believe in possible protective effects being re-established by the HSR pathway, hitherto suppressed
as a result of the effects of natural aging/menopause on female metabolism. The reduction in
metabolic capacity, among other effects, is related to the maintenance of the hormonal status
necessary for known cytoprotective levels.

KEYWORDS: HSP70; estrogen; Heat shock; Aging; Menopause.
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1. INTRODUCAO
1.1 Envelhecimento, menopausa e fogachos

Ao longo das ultimas décadas a populacdo mundial tem envelhecido de forma
pronunciada (Organizacdo Mundial da Saude - OMS, 2020). O aumento da
expectativa de vida humana, passando de 48 anos na década de 1950, para uma
projecdo de 76 anos em 2050 (Bloom et al., 2011), tem se dado em funcdo de
importantes avangos dentro dos ambitos cientificos, tais como o desenvolvimento
tecnologico. Assim, o aprimoramento dos meios de producdo, aumentando a
disponibilidade de recursos, alimentos e medicamentos fez com que a longevidade e
a expansao populacional, se tornassem uma realidade. Com isso, o declinio na taxa

de fertilidade, atrelado ao envelhecimento feminino expandiu drasticamente.

Atualmente o cenéario mundial gera um sinal de alerta. Segundo as projecdes
da propria OMS (2020), a populacéo esta envelhecendo em um ritmo cada vez mais
acelerado, o que fara com que em um futuro muito breve, grande parte da populagéo
seja, de fato, idosa. Até 2019, a quantidade de pessoas com 60 anos ou mais era de
1 bilh&o, nimero que crescera principalmente em paises em desenvolvimento,
atingindo a marca de 1,4 bilhdo em 2030 e 2,1 bilhdes em 2050 (Newgard &
Sharpless, 2013; Kanasi, Ayilavarapu & Jones, 2016).

Essa alteracdo significativa no perfil do quadro populacional mundial, nos
alerta para a necessidade da realizacdo de importantes adaptacdes em setores
estruturais de nossa sociedade. Um dos principais impactos gerados por tal
aumento, afeta diretamente sistemas de salde e economias nacionais, sendo que
muitas destas ja se encontram em decrescimento, e em severa pressao (Newgard &
Sharpless, 2013). Assim, a busca de alternativas geradoras de promoc¢édo do bem-
estar social é fundamental para suavizar alguns impactos fisiolégicos naturais destas
alteracdes demogréficas, uma vez que o aumento da expectativa de vida é muitas
vezes acompanhado de desconfortos, como 0s sintomas da menopausa nas

mulheres (Greco, Pietschmann, & Migliaccio, 2019).

Em biologia, temos o conceito de envelhecimento como: um “declinio
funcional dependente do tempo que afeta a maioria dos organismos vivos” (Lopez et
al., 2013). Este processo natural dos seres vivos acaba desencadeando uma série

de desbalancos no organismo, induzindo a perda de capacidades fisiologicas,
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tornando o individuo suscetivel ao desenvolvimento de doencas, incluindo doencas
cardiovasculares, cancer, diabetes e disturbios neurolégicos (Lopez et al., 2013;

Kanasi, Ayilavarapu & Jones, 2016).

Neste sentido, o processo de senescéncia celular € um foco importante de
investigacdo, pois durante o envelhecimento natural, o processo de replicagédo
celular acaba sendo interrompido, fazendo com que células tronco, por exemplo,
entrem em um estado permanente de interrupcao do crescimento, assim, havendo o
acumulo de células senescentes. A inducdo da senescéncia pode estar relacionada,
dentre outros, com o dano ao DNA, telédmeros curtos, estresse oxidativo e/ou
mudancas na arquitetura da cromatina. Em todas as situacdes, ha o
comprometimento de funcbes fisiolégicas que requerem replicacdo celular
homeostatica (Newgard & Sharpless, 2013). Por exemplo, quando ocorre o
desbalanco do status redox pré oxidantes, levando ao estado de estresse oxidativo,
células endoteliais humanas senescentes apresentam comprometimento da
proteostase, acumulo de agregados proteicos, risco ao metabolismo basal celular,
levando assim ao prejuizo da funcao vascular pelo envelhecimento, predispondo os

individuos a doencas cardiovasculares (Hwang et al., 2019).

Somado ao comprometimento homeostatico tecidual, células senescentes
detém a capacidade de produzir uma série de potentes citocinas pleiotropicas
envolvidas com o fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP), tais como:
IL-6, IL-8, TNF-a e VEGF-a. Estas substéncias interferem diretamente nos
mecanismos de resolucdo da inflamacao (local), angiogénese, fibrose e
cicatrizagdo. Portanto, o envelhecimento além de estar associado & senescéncia
celular, também esta associado a producédo de fatores pro-inflamatérios. A disfuncdo
tecidual cria um ambiente favoravel para o aumento do quadro inflamatério, e esta
potencializa as vias ligadas ao SASP (Newgard & Sharpless, 2013), promovendo
uma seérie de fendtipos relacionados ao envelhecimento, marcando o declinio da
fungéo do sistema imunologico (Rodriguez, Maoz & Dorshkind, 2013), e a diminuig&o
da regeneragdo de células B em ilhotas pancreaticas (Kushner, 2013). Estes
fendtipos de envelhecimento sao intitulados de “inflammaging” (Kanasi, Ayilavarapu
& Jones, 2016), e sédo produto de alteracdes na capacidade autofagica que afeta
negativamente a manutencédo das células, resultando em agregacao de proteinas,

disfungdo mitocondrial e estresse oxidativo, e quando associados a inflamacao
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sistémica, causa aterosclerose, aumento da secrecdo de cortisol (resultando em
resisténcia a insulina nos musculos) e reabsor¢cdo 6ssea (Salminen, Kaarniranta &

Kauppinen, 2012).

Neste contexto de envelhecimento, ao observarmos o metabolismo feminino,
um evento caracteristico que acompanha este processo € a menopausa.
Caracterizada pela auséncia folicular em funcao da faléncia ovariana, € um processo
natural do organismo, e se apresenta como indicador da saude e capacidade
reprodutiva da mulher na vida adulta (McCarthy & Raval, 2020). Assim, a
menopausa leva ao declinio da producdo hormonal de estrogénio e progesterona
ovarianos (Modi & Dhillo, 2019), desencadeando uma série de alteracées no status
hormonal. Esta reducédo abala fortemente a manutencdo da citoprotecdo conferida
por tais vias endocrinas, bem como a reducao de sua capacidade metabdlica. Estas
alteragcbes acabam por influenciar negativamente o organismo da mulher, pois
potencializa um estado pré-inflamatério, predispondo-as a disturbios imunolégicos
(Sharma et al., 2018; Benedusi et al., 2012; Kireev et al., 2014). Este quadro é
reforcado pela tendéncia de aumento nas citocinas pro-inflamatérios circulantes (IL-6
e TNF-a) na menopausa, tanto natural, quanto induzida cirurgicamente (Girasole et

al., 1999; Pfeilschifter et al., 2002).

Uma das maiores dificuldades para a mulher durante o periodo da
menopausa, é enfrentar frequéncia e intensidade dos sintomas vasomotores (VMS,
do inglés: VasoMotor Symptoms), como a sudorese e o0s calordes, estes também
denominados fogachos, eventos classicamente descritos como altamente
desconfortaveis, que tém sua percepcado acentuada com o passar dos anos, dentro
do climatério (Prague et al., 2018). Na pds-menopausa, cerca de 70 % das mulheres
apresentam VMS, sendo, destes, o fogacho o mais comum. J4 se sabe que os
fogachos, em especial, apresentam associacdo muito forte a disturbios em nivel

hipotalamico ligados as funcdes de termorregulacao (Rance et al., 2013).

Os fogachos, em humanos, sdo caracterizados por breves episodios de um
subito aumento na sensacgdo de calor corporal (Prague & Dhillo, 2017), podendo
durar de alguns segundos, até mesmo superar 10 minutos de duracdo (Freedman,
1998). De forma concomitante, ocorre a ativacdo de mecanismos responsaveis pela

dissipacéo do calor, atreladas a mudancas comportamentais, para uma tentativa de
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restabelecimento da sensacdo de temperatura corporal “normal” (Rance et al.,
2013). Assim, é notorio que os fogachos afetam diretamente a qualidade de vida da
mulher, causando desconforto, e assim, estes acabam sendo a principal razédo pela
qual mulheres buscam intervencdo médica durante o climatério (Hess et al., 2012;
Padilla, 2018).

Um dos fenbmenos que esta, cada vez mais, se tornando comum, em funcgéao
do envelhecimento populacional, € o aumento da participacdo da forca de trabalho
entre mulheres de 45 a 64 anos nos paises da OCDE (Tilly, O'Leary & Russell,
2013; OCDE, 2021). Isso faz com que um crescente numero de mulheres esteja
passando pela transicdo da menopausa enquanto ainda estdo no periodo mais
economicamente produtivo, e exercem seus empregos (Riach & Jack, 2021). Logo,
0 momento em que estara ocorrendo essa transicdo é quando a mulher passa por
desafios-chave de sua carreira, assumindo posi¢coes de lideranca em suas equipes
ou areas (Nordling, 2022). Esta visdo socioantropolégica é de extrema importancia
se considerarmos que quase um quinto das mulheres economicamente ativas,
inseridas no mercado de trabalho relataram a auséncia, ou até mesmo desisténcia
de seus empregos em funcao dos desconfortos gerados pela menopausa (Nordling,
2022). Esse processo de desisténcia causa impacto direto nos setores da economia.
Estima-se que em torno de 750.000 mulheres trabalhadoras sofrem com os efeitos
negativos da menopausa em seu ambiente de trabalho, acarretando a uma perda
estimada em ¥420 bilhdes (US$3,2 bilhdes) na economia (Nordling, 2022). Isso
demonstra que se faz necessario um olhar mais atencioso por parte das
organizacdes governamentais e ndo governamentais responsaveis pela saude. Isto
posto, deve-se atentar ao fato de que o apoio a mulher no trabalho pode facilmente
migrar para uma abordagem de “gerenciamento” da menopausa (Riach & Jack,
2021).

E de suma importancia salientar que aspectos como a gravidade e durag&o
dos sintomas ocasionados pela menopausa, estdo diretamente relacionados com
fatores de estilo e qualidade de vida da mulher. Fatores como a obesidade e suas
etapas antecedentes (sobrepeso), tabagismo e éalcool, desempenham um papel
determinante na saude da mulher a curto e longo prazo. Por isso, a promocéo de

habitos saudaveis, como manutencao de uma dieta equilibrada, pratica de exercicios
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regulares, ndo fumar e ingestdo de alcool moderada podem ser fundamentais para

saude e bem-estar (Currie, Abernethy & Hamoda, 2021).

Dentre as alternativas disponiveis para amenizar os desconfortos decorrentes
da menopausa, a terapia de reposi¢cao hormonal (TRH) é uma das praticas clinicas
mais comuns. Porém, esta possui eficacia variavel, além de efeitos adversos
conhecidos (Prague et al., 2018). Das terapéuticas que buscam cessar 0S
desconfortos gerados pelos fogachos, a mais popular é a reposi¢cdo hormonal, em
especial, de E2. Além de sua eficacia no controle dos fogachos, a TRH pode
também, auxiliar a satude 6ssea, reduzindo o risco de osteoporose e fraturas na vida
adulta (Currie, Abernethy & Hamoda, 2021). Entretanto, terapias baseadas na
reposicdo de E2 tem sua seguranga questionada, principalmente a longo prazo
(Rossouw et al., 2013). Problemas relacionados aos riscos associados ao
tratamento, incluindo doencas cardiacas, acidentes vasculares, coagulos
sanguineos e cancer de mama ja foram comprovados em alguns casos, 0 que
preclui sua utilizacdo nesses grupos de mulheres. Além disso, a TRH nao pode ser
iniciada para prevenir doencas em mulheres na pés-menopausa (McCarthy & Raval,
2020). A oferta e recomendacdo devem ser muito bem avaliadas, pois seus
beneficios, em detrimento dos riscos e efeitos colaterais, sdo altamente variaveis
para cada mulher. Por isso, fazer, ou ndo, o uso da TRH deve ser uma escolha
individualizada (Currie, Abernethy & Hamoda, 2021).

Dentre o0s problemas associados ao tratamento da TRH, citados
anteriormente, o que mais tem sido discutido e amplamente documentado, € o risco
aumentado de cancer de mama TRH dependente (Currie, Abernethy & Hamoda,
2021). A duracao do tratamento aumenta as chances de desenvolvimento deste tipo
de céncer, as quais, aparentemente, diminuem apos a interrupcao da terapia (NICE,
2015). Contextualizando, o cancer de mama € o mais comum entre as mulheres,
acometendo aproximadamente 2,3% (23/1.000) mulheres na populacdo geral de 50
a 59 anos. Ainda, o desenvolvimento de cancer de mama pode ocorrer em um
periodo de 7,5 anos (Currie, Abernethy & Hamoda, 2021). Junto disso, para
mulheres que fazem uso de TRH (para E2 e progesterona), ocorre cinco casos
extras de cancer de mama no mesmo periodo, ou seja, elevando a incidéncia para
2,8% (NICE, 2015). Isso faz com que muitas mulheres temam realizar a TRH, em

funcdo do desenvolvimento destes possiveis desfechos relacionados ao cancer.
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Como possivel solugdo para este problema, as diretrizes do National Institute for
Health and Care Excellence (NICE) de 2015, sobre o diagndstico e manejo da
menopausa, concluiu que a otimizacdo do perfil de risco-beneficio da TRH, pode
reduzir potencialmente a morbidade e a mortalidade por cancer de mama em
mulheres que necessitam de reposicdo devido aos sintomas continuos da

menopausa.

Assim, uma vez que a TRH tem como objetivo principal restabelecer as
concentracOes de Ez, e estas estdo suprimidas em funcdo da menopausa, resta uma
necessidade de enfrentar tal redugdo hormonal. J4 que o estrogénio promove a
protecdo natural e necesséaria contra doencas cerebrovasculares, além dos seus
efeitos citoprotetores em diferentes sistemas, como o cardiovascular, 6sseo e o
cérebro (McCarthy & Raval, 2020), o declinio nos niveis circulantes em funcédo da
menopausa estd diretamente relacionado a um aumento no risco de prejuizo
organico (Stampfer & Colditz, 1991; Caldwell, Yao & Brinton, 2015; Dalal & Agarwal,
2015).

1.2 Estrogénio e o papel da Heat Shock Response, para resolucao da

inflamacao

E consenso na literatura que o E2 tem propriedades citoprotetoras importantes
para o organismo. Coincidentemente, este horménio também € um poderoso indutor
fisioldgico da resposta de choque térmico (do inglés, Heat Shock Response, HSR). A
HSR é compreendida como uma via bioquimica anti-inflamatéria que culmina na
ativacdo de fatores de transcricdo do choque térmico (HSFs), especialmente o
subtipo 1 (HSF1) (Knowlton & Sun, 2001; van Why et al., 1999). O HSF1 regula a
expressao da maioria das proteinas de choque térmico da familia de 70 kDa (Stice
et al., 2011). Extremamente conservadas ao longo da evolucdo, as proteinas de
choque térmico s&do as proteinas mais abundantes no meio intracelular. Em

situacdes de estresse podem compor cerca de 5 % de toda a proteina celular.

A HSR €, por natureza, anti-inflamatoéria. Participa de uma série de processos
envolvendo o monitoramento constante das cadeias polipeptidicas, transporte de
proteinas por membranas, enovelamento, agregacdo e desnovelamento proteico,
atuando como proteinas reguladoras (Bukao et al., 2006). Uma vez que a HSP70

bloqueia a ativagao dos fatores de transcricdo nuclear da familia kB (NF-kB), o HSF1
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per se restringe a transcricdo de genes inflamatorios dependentes de NF-kB
(Newsholme & Homem de Bittencourt, 2014). Estes processos estdo presentes
desde a sintese no ribossomo, até a formacdo da estrutura espacial final da
proteina. Portanto, costuma-se dizer que a HSP70 desempenha um papel chave de
controle e regulacdo da maquinaria proteica celular, chamado de funcdo chaperona

(do inglés, chaperone = acompanhante).

A proteostase (homeostase das proteinas) promovida por estas chaperonas
da-se por meio da soma de suas especificidades moleculares, sendo que nem todas
as HSPs respondem a estresses especificos da mesma forma (Hwang et al., 2019).
Parte do efeito protetor dos indutores de HSR reside em sua capacidade de elevar a
producado de oxido nitrico (NO), que por sua vez é um poderoso ativador do HSF1 e,
consequentemente, da HSR centrada na HSP72. Por outro lado, doengas
degenerativas cronicas de natureza inflamatéria (por exemplo, obesidade, diabetes
tipo 2, doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas) compartiham em
comum a supressao progressiva da HSR (Rodrigues-Krause et al., 2012; Di Naso et
al., 2015).

Embora estados deficientes em E:2 estejam associados a doencgas
inflamatorias crénicas, pouquissimos estudos tém analisado a provavel relacdo dos
efeitos do envelhecimento natural com a HSR de mulheres peri e p6s-menopausa, e
sua influéncia sobre doencas inflamatdérias crénicas, bem como possiveis efeitos ndo
conhecidos ou alteracdes metabdlicas subclinicas que possam estar relacionadas ao
declinio do Ez, incluindo fogachos. O 17-B-estradiol liga-se aos receptores nucleares
para o E2, tanto a, quanto B, e também a receptores ndo classicos de Ez na
membrana (MER), através dos quais o Ez reverte o perfil inflamatério associado a
senescéncia (Hwang et al., 2019; Stout et al., 2017). Neste sentido, indutores
fisiol6gicos, tais como, exercicio e tratamento térmico, indutores farmacoldgicos
(e.g., prostaglandinas ciclopentendnicas) e co-indutores (e.g., BGP-15, bimoclomol),
e a inducgdo transgénica de HSR provaram bloquear poderosamente os estados
inflamatorios crénicos in vivo (Hargitai et al., 2003; lanaro et al., 2003; Homem de
Bittencourt et al., 2007; Kokura et al., 2007; Chung et al., 2008; Choi et al., 2008;
Gupte et al., 2009; Bathaie et al., 2010; Gupte et al., 2011; Sapra et al., 2014; Karpe
& Tikoo, 2014). Além disso, usando um modelo de aterosclerose em ratos,

submetidos ao choque térmico (41,5 ° C por 15 min, uma vez por semana, durante 8
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semanas) observou-se uma interrupcdo significativa na taxa de mortalidade de
animais, junto de uma reducdo impressionante da doenca vascular, aumento do
fluxo sanguineo e da elasticidade aortica (principal ponto aterogénico em roedores)

e reversdo da supressao da HSR (Bruxel et al., 2019).

Conforme proposto por Miragem e Homem de Bittencourt (2017), o E2 possui
a capacidade de induzir a expressdao de HSP72 (Stice et al., 2011), um dos
membros da familia de 70 kDa das proteinas de choque térmico, que sao anti-
inflamatorias e  citoprotetoras (e.g., cardioprotetoras, vasculoprotetoras,
acompanhantes de proteinas, neuroprotetoras, antiateroscleréticas, antidiabéticas)
cuja expressdo é modulada por diferentes tipos de situacdes fisiologicamente
estressoras, muitas vezes centrada na senescéncia celular, a qual abala a
capacidade da HSR (Newsholme & Homem de Bittencourt, 2014). Portanto, ndo é
surpreendente que, durante a perimenopausa (climatério), varias funcfes
homeostéaticas baseadas na expressdo de HSP70 dependente de E2 comecem a

entrar em colapso.

Destaca-se que apenas pouquissimos estudos no campo da HSR tenham se
voltado para a menopausa e outras situacdes restritivas ao E2, considerando que a
producdo reduzida de HSP70, que leva ao prejuizo da eficiéncia da HSR é um
cenario propicio para o desenvolvimento de doencas inflamatdrias cronicas. Deste
modo, a supressdo da HSR estd associada a resisténcia a insulina (Kurucz et al.,
2002), ao agravamento do diabetes em pacientes obesos (Rodrigues-Krause et al.,
2012), com a gravidade da doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) em
humanos (Di Naso et al., 2015) e com a disseminacdo da inflamacdo por todo o
corpo (Newsholme & Homem de Bittencourt, 2014; Leite et al., 2016; Bruxel et al.,
2019; Bittencourt et al., 2019).

Aléem disso, a baixa expressao de HSP70, secundaria a deficiéncia de E2 esta
associada ao aumento da vulnerabilidade dos individuos a doencas
cardiovasculares (Tytell & Hooper, 2001). Entretanto, o envelhecimento por si s6

pode levar a reducdo da expresséao de HSP70 (Stice et al., 2009; Leite et al., 2016).

Neste sentido, muitas (sendo todas) doencas degenerativas cronicas de
natureza inflamatéria de baixo grau, possuem em suas bases uma capacidade

defeituosa de desencadeamento de uma HSR adequada nos tecidos. Isso leva a um
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estado de inflamacdo continuo ndo resolvido que se espalha por todos os tecidos,
promovendo um status de senescéncia proliferativa que retroalimenta positivamente
a inflamacao através da inducéo de citocinas pro-inflamatorias e a potencializacao
do estresse oxidativo (Tchkonia et al., 2010; Kim et al., 2012; Tchkonia et al., 2013;
Newsholme & Homem de Bittencourt, 2014; Palmer et al., 2015; Schafer et al.,
2017). Ainda, a droga antidiabética metformina inibe os padrdes de senescéncia em
modelos celulares (Moiseeva et al., 2013) e alivia a retinopatia isquémica in vivo
(Oubaha et al., 2016), bloqueando as vias a jusante do NF-kB (Moiseeva et al.,
2013; Saengboonmee et al.,, 2017). Portanto, parte dos efeitos benéficos da
metformina no diabetes pode ser explicado pela sua capacidade de bloquear a
senescéncia celular, liberando assim a resposta celular protetiva (HSR) para

comecar a trabalhar novamente.

Por outro lado, o E2 aumenta a reendotelizacdo e a recupera a funcao
endotelial, apdés a lesdo vascular. Ainda, retarda a senescéncia nas células
progenitoras endoteliais em ratos espontaneamente hipertensos (Imanishi et al.,
2005). No entanto, os efeitos vasoprotetores e anti-inflamatérios dependentes de E2
nos vasos de ratos ovariectomizados séo eficazes apenas em animais jovens (Miller
et al., 2007). Da mesma forma, a eficicia através do aumento da HSR induzida por
E2 nos cardiomiocitos de rato € percebida apenas em jovens, mas ndo em animais

ovariectomizados idosos (Stice et al., 2011).

Além disso, os efeitos neuroprotetores da TRH baseada em E:2 contra o
comprometimento cognitivo sdo observados apenas em mulheres de meia idade,
mas nao se a terapia for iniciada no final da vida (Whitmer et al., 2011). Isso pode
explicar por que, em ensaios clinicos de coorte, os beneficios ou riscos relativos a
reposicao sao estritamente dependentes da idade das mulheres (Rossouw et al.,
2002; Hodis et al., 2016).

Infelizmente, ainda ndo ha um estudo publicado que tenha sido direcionado
aos efeitos do envelhecimento na HSR de mulheres na menopausa e sua possivel
influéncia sobre doencas inflamatérias crénicas, bem como possiveis alteracdes
metabdlicas desconhecidas ou subclinicas que possam estar conectadas a varias
manifestacbes clinicas, incluindo fogachos. Isso € possivel porque as areas
hipotalamicas envolvidas na termorregulacdo (nucleo infundibular em humanos e

nacleo arqueado em outros mamiferos) sdo as mesmas cujos neurdnios sao
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conhecidos por terem sua funcdo alterada apds a caréncia de E2 no longo prazo,
particularmente os neurdnios kisspeptina-neurocinina B-dinorfina (KNDy) (Nakamura
& Morrison, 2010; Nakamura, 2011; Rance et al., 2013). Curiosamente, 0s neurénios
KNDy (pronuncia-se keendy) também direcionam a expressdo neuroprotetora da
HSP70 (Chilumuri & Milton, 2013) e, em muitos casos, via NO, mesmo na auséncia

de E2, como discutido abaixo.

Além de atuar sobre neurénios do hormoénio liberador de gonadotrofina
(GnRH) para controlar os padrbes de secrecéo do hormonio luteinizante (LH) (Rance
et al., 2013; Skorupskaite et al., 2014), os neurdnios KNDy transmitem informacdes
e recebem projecdes de multiplos nutrientes/metabdlicos que sinalizam nucleos
hipotalamicos especificos para dispararem respostas autonémicas apropriadas. 1sso
pode explicar muitas disfun¢cdes metabdlicas relacionadas aos hormonios sexuais,
como o hipogonadismo hipogonadotrofico observado na obesidade e no diabetes,
em que a disfuncdo dos neurénios KNDy € observada, como também na sindrome
dos ovérios policisticos (do inglés, Polycystic ovary syndrome — PCOS), na qual a
atividade dos neurdnios KNDy encontra-se exacerbada, (Skorupskaite et al., 2014).
De fato, a coincidéncia de obesidade e a ocorréncia e gravidade dos sintomas
vasomotores assemelha-se muito ao que se observa em pacientes com PCOS, que
desenvolvem obesidade e resisténcia a insulina (Dupont & Scaramuzzi, 2016),
caracteristicas intrinsecas da sindrome e ndo apenas sua consequéncia (Stepto et
al., 2013). Ainda de acordo com o envolvimento do NO nessas disfuncdes, 0s niveis
de insulina e a avaliagcdo por modelo homeostatico (HOMA) de pacientes com PCOS

correlacionam-se negativamente com a producao de NO (Nacul et al., 2007).

Considerando os achados acima, investigamos os efeitos do envelhecimento
em camundongos fémeos adultos jovens e envelhecidos, centrados na HSR
induzida pela producdo de NO mediada por E2 no metabolismo tecidual no figado,

musculo e tecido adiposo dos animais.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Investigar os efeitos do envelhecimento em camundongos fémeos, centrado

na HSR induzida pela secrecéo de 6xido nitrico (NO) mediado por Eo.
2.2 Especificos

Em camundongos fémeos adultos jovens de 4 meses e envelhecidos de 16

meses, submetidos a tratamento térmico (ou néo), foram analisados:

a) Parametros metabdlicos: indice de Lee;

b) Medidas bioquimicas: glicemia, teste de tolerancia oral a glicose
(oGTT); niveis musculares de iNOS;

C) Medidas morfométricas: pesagens teciduais (gastrocnémio, soleo,
tecido adiposo branco e figado);

d) Conteudo proteico muscular: HSP72 (HSPA1A);

e) Niveis hormonais plasmaticos: 17p3-estradiol.
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3. METODOS
3.1 Local de Realizacéo

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia Celular —
FisCel, do Departamento de Fisiologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude —
ICBS da Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS. Localizado no
campus central da UFRGS (Av. Sarmento Leite n° 500, 2° andar, CEP 90050-170
Porto Alegre, RS).

3.2 Considerac@es Eticas

Este estudo segue todas as regras éticas estabelecidas pela Lei de Arouca
(Lei Federal Brasileira n® 11794/2008) e a 82 Edicdo do Guia para Cuidado e Uso de
Animais Experimentais publicada na edicdo de 2011 do Conselho Nacional de
Pesquisa das Academias Nacionais dos Estados Unidos, de acordo com as
diretrizes da  ARRIVE  (Kilkenny et al, 2010; disponivel  em:
https://www.nc3rs.org.uk/arrivequidelines). Todos os estudos foram previamente
revisados e aprovados pela CEUA-UFRGS (projeto n° 19874).

3.3 Estatistica e Tamanho Amostral

O tamanho amostral foi calculado para detectar a menor diferenca esperada
entre os grupos (20 + 10 ng/mL para a principal variavel critica do estudo, a
expressdo de HSP70) (Chung et al., 2008). Utilizou-se para o célculo um poder
estatistico de 80% para um nivel de significancia de p<0,05 e o software de
Dimensionamento Amostral DIMAM 1.0 para Windows da Editora Guanabara
Koogan. O numero de animais utilizados para a execucdo do projeto foi 0 minimo
indispensavel para produzir resultados conclusivos, poupando-se, a0 maximo, o
animal de sofrimento, perfazendo um total de seis animais por grupo. O programa
estatistico utilizado para as analises foi GraphPad Prism 8. Os dados foram testados

guanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.

Quando paramétricos, realizou-se o teste de analise de variancia (ANOVA) de
duas vias com andlise de medidas repetidas e teste post hoc de Tukey. Se
considerados ndo paramétricos os dados foram tratados, realizando transformacéao
para logaritmo em base dez, para apresentarem distribuicdo normal e receberem as

mesmas analises citadas acima.
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3.4 Animais utilizados

Neste estudo, foram utilizados 34 camundongos (Mus musculus) fémeos da
linhagem C57BL/6J com a idade de 2 meses, além de 16 fémeos envelhecidos de
14 meses obtidos do Biotério Setorial de Camundongos do Departamento de
Fisiologia, ICBS — UFRGS, mantido pelo Laboratério de Fisiologia Celular — FisCel.
Os animais permaneceram no mesmo biotério, em caixas de polipropileno (300 x
200 x 130 mm, totalizando uma é&rea interna de 416 cm?). O biotério possuia um
ciclo de claro (iluminacéo artificial) /escuro de 12 h, temperatura de 25 =+ 2 °C e
umidade relativa do ar entre 50 e 60 %. Os animais receberam agua e rag¢do ad
libitum durante todo periodo. Nessas condi¢cdes, a temperatura dentro de seus
respectivos ninhos (ca. 28 °C) foi mantida préxima da termoneutralidade para

camundongos (Maloney et al., 2014).
3.5 Modelo de envelhecimento

Optamos por adotar o modelo de envelhecimento tendo em vista que ha
poucos estudos na literatura que mimetizem estas condi¢des, normalmente tendo

como modelo mais utilizado a ovariectomia bilateral.

Camundongos fémeos da linhagem C57BL6 apresentam ciclos estrais
prolongados com o avancar da idade, sendo irregulares até que cessam por
completo (Collins, Laakkonen & Lowe, 2019). Chamamos isto de senescéncia
reprodutiva (simili ao climatério em humanas), a qual difere da menopausa em que
as desregulacdes decorrentes deste processo sdo mediadas centralmente por
alteracbes na funcdo hipotalamica (Schimidt, 2018). Porém, em termos de
modelagem, o declinio natural da producdo hormonal ovariana no organismo
induzido pela idade é mais semelhante a menopausa em mulheres do que a cirurgia

de ovariectomia (Collins, Laakkonen & Lowe, 2019).
3.6 Desenho Experimental

Camundongos fémeos jovens de 2 meses e envelhecidos de 14 meses,
iniciaram um tratamento crénico de choque térmico, caracterizado por banho a 41 °C
durante 15 min por um periodo de 8 semanas, sendo uma secdo de choque por

semana. Todos os animais foram anestesiados com tiopental sédico, antes das
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respectivas sessodes, ao passo em que 0s pertencentes ao grupo SHAM, ao invés de
irem ao banho, eram mantidos repousando dentro das caixas a uma temperatura de
37 °C, ou em uma sala com ar condicionado desligado e luz de tungsténio para
manutencado da temperatura corporea. Estes animais concluiram o experimento com
as seguintes idades: 4 meses para as jovens/adultas e 16 meses para as
envelhecidas. Apds 48 h da ultima sessé@o de choque, os animais foram submetidos
ao teste de tolerancia a glicose via oral (0GTT). Somando-se mais 48 h apos este
teste, os animais foram sacrificados para coleta das amostras teciduais e de sangue.
As fémeas jovens, antes de serem sacrificadas, foram submetidas ao procedimento
de checagem do ciclo estral, via esfregaco vaginal. Os animais foram alocados nos
seguintes grupos de acordo com o tratamento (n=17 para jovens/adultas SHAM e
HS; n= 7 envelhecidas de SHAM; n= 9 envelhecidas HS):

G1:SHAM (4 MESES);
G2:HS (4 MESES);
G3:SHAM (16 MESES);

G4:HS (16 MESES).

Avaliacdo do ciclo estral
Morte e analises

2 4

meses meses E
| 8 semanas L 4 {
! U s 48h

Tratamento: SHAM vs. HS

SHAM: anestesiados e mantidos a
temperatura 37 °C ocu em sala com ar
condicionado desligado e luz de tungsténic
pra manter a temperatura.

nascimento
desmame

A

Q CSTRL/6)

HS: choque térmico: banho a 41 % por 15
min; 8 secdes (1x por semana) com
anestesia.
E
12

3 semanas

I Anestésicoutilizado: Tiopental sédico ﬁr@ L

==l Morte e analises

ENVELHECIDA | === —
8 semanas 48h 48h
14 16
meses meses

Figura 1 - Desenho experimental.
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3.7 Protocolo de Choque Térmico

Para o procedimento de choque térmico (ofuré ou hot tub), os animais foram
anestesiados com tiopental sédico 2 % (m/v) i.p. (5 mg para 100 g de camundongo;
2,5 uL/g de peso corpéreo, o que representa cerca de 60-80 uL por animal) com
antecedéncia de dez minutos ao procedimento. A escolha do anestésico se baseia
no fato do mesmo nédo causar alteracdes glicémicas caracteristicos da maior parte
dos anestésicos em uso. A temperatura da sala para a realizacdo do experimento foi

monitorada e mantida a aproximadamente 25 °C.

O controle da temperatura dos animais foi monitorada com termémetro retal
(Minipa, Sao Paulo, SP; dimensbes do eletrodo, 8 x 2 mm, em comprimento e
didmetro respectivamente), durante todo o periodo em que os animais foram
mantidos no banho térmico com agua a 40 °C. Apoés alcancar a temperatura retal de
41 °C, os animais permaneceram no banho, com monitoramento continuo da
temperatura (41-41,7 °C), durante 15 min. Durante o choque térmico 0s animais
ficaram com as patas traseiras e cauda imersas na &agua, uma vez que
especialmente a cauda determina a regulacdo da temperatura perdendo calor na
troca de temperatura com o ambiente. O procedimento utilizado é um modelo
adaptado e padronizado em nosso laboratério (Bruxel et al., 2019), similar a (Chung
et al., 2008).

Os camundongos do grupo SHAM, ndo submetidos ao choque térmico, foram
igualmente anestesiados (e tomados como controles experimentais), permanecendo
a temperatura ambiente com sua temperatura corporal controlada, mantida entre
36,5-37,5 °C, com auxilio de termdmetro retal. Apdés o choque térmico e/ou
anestesia, os animais foram reidratados com uma injecdo subcutanea, na regido
dorsal, de tampéao fisioldgico salina 0,9 % (2 mL para cada 100 g de animal) estéril e

permaneceram no laboratério até recuperacéo da anestesia.
3.8 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (OGTT)

O teste oral de tolerancia a glicose (OGTT) foi realizado 48 h antes da data da
morte dos animais de cada grupo. Ficando os animais em jejum, no periodo diurno,
6 h antes de cada teste. As medi¢bes de glicemia foram realizadas por puncgao
caudal, utilizando 1 pL (um microlitro) de sangue para verificacdo no glicosimetro
Accu-Chek (Roche).
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Para a realizacdo do teste de OGTT foi preparada uma solugdo de glicose
50 % (m/v) em agua potavel, administrada na dose de 1 g/kg de peso corporeo, por
gavagem. Para a obtencéo da curva glicémica, o valor da glicemia em jejum (6 h) foi
mensurado apds 0s animais permanecerem no laboratério por no minimo 30 min
(tempo zero) e nos tempos de 15, 30, 60, 90 e 120 min ap6s a administracao de
glicose. Para o célculo da area incremental sob a curva (IAUC), usada para avaliar a
resposta glicémica a administracdo de glicose, possibilitando a comparacao entre 0s
grupos, utilizou-se o0 método de quadratura do trapézio (Wolever, 2006). Assim a
area sob a curva foi calculada pela lei de formagéo da integral de uma funcdo no
plano cartesiano, excluindo-se do calculo as areas abaixo da linha de jejum,
inclusive quando qualquer ponto for menor que a glicemia inicial, usa-se a

semelhanca de triangulos.
3.9 indice de Lee

O indice de Lee, também conhecido como raz&o nutritiva, € uma medida de
obesidade em roedores e leva em conta a capacidade do animal de converter
nutrientes da dieta em massa gorda. E dado pelo quociente entre a raiz cubica do
peso (em gramas) e 0o comprimento nasoanal (em centimetros) ou pelo quociente
entre a raiz cubica do peso do animal (em gramas) e o comprimento nasoanal (em

milimetros) multiplicado por 10 (Lee, 1929).
3.10 Determinacéo do ciclo estral

No ultimo dia do protocolo experimental, antes da morte dos animais, foram
coletados esfregacos vaginais para identificacdo da fase do ciclo estral das fémeas
jovens participantes de ambos os tratamentos (SHAM e HS), segundo a técnica
citologica do lavado vaginal (MCLEAN et al., 2012). Os lavados foram colhidos
utilizando-se uma micropipeta e 100 pL de agua bidestilada estéril. Foi expelido Y4
do volume dessa solugédo na abertura do canal vaginal, repetido de 4-5 vezes o
procedimento para obter um nuamero de células suficiente. O lavado extraido foi
colocado em uma lamina de vidro e o esfregaco foi seco naturalmente a temperatura
ambiente. Apés a secagem, os esfregacos foram corados com solu¢cdo aquosa do
corante violeta cristal (violeta genciana) a 0,1 % (m/v). As laminas contendo os
esfregacos corados foram imediatamente analisadas em Microscopio Invertido

Olympus 1X81 sob o aumento de 400X e microfotografias foram tiradas no momento
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da analise para documentar a citologia observada com o uso de cAmera Samsung
SM-N770F: F1,7; 1/250s; 4,32mm; I1SO 50.

3.11 Morte dos Animais

Os animais foram mortos ap6s 12 h de jejum por decapitacdo em guilhotina
para roedores, sem anestesia, para obtencdo do sangue total e dos tecidos, para
posterior realizacdo das analises. O método escolhido para eutandsia baseia-se no
fato de este ser um método eficaz, que produz mudancas fisiolégicas minimas nos
tecidos. Além disso e, em particular, porque temos a necessidade de realizacdo de
analises celulares e bioquimicas ligadas a expressédo de HSP70, nenhum anestésico
ou outra substancia foi injetado nos animais por ocasidao da decapitacdo, pois 0s
anestésicos comumente utilizados em estudos com animais experimentais levam a
uma intensa hiperglicemia em roedores (Brown et al.,, 2005; Saha et al., 2005),
sendo que, alteragbes glicémicas interferem no principal parametro medido, a
HSP70, cujas concentracdes plasméticas sdo dramaticamente reduzidas pelo

aumento da glicemia (Chung et al., 2008).

Os animais foram decapitados em ambiente exclusivamente destinado a
morte dos animais, com higienizagdo completa de todo o material entre a morte de
um animal e outro. Apdés a morte, os animais foram dissecados para coleta dos
tecidos e para o descarte, foram colocados em sacos plasticos identificados com o
simbolo de risco bioldgico e congelados em freezer (-20 °C), destinado para este
objetivo, no préprio Laboratério de Fisiologia Celular - FisCel da UFRGS. Seguindo o
cronograma semanal da instituicdo, este material biolégico foi encaminhado ao
servico de coleta por empresa licitada pela UFRGS, para entéo, ter destinacao final

dos residuos (autoclavagem e aterro sanitario).
3.12 Medidas Morfométricas

Foram realizadas as pesagens das seguintes estruturas internas: coracao,
figado, musculo gastrocnémio e tecido adiposo branco visceral e seus dados foram

expressos em mg/g massa total do animal.
3.13 Dosagens Biogquimicas de Glicose de Jejum

As analises bioquimicas de glicemia de jejum foram realizadas nas amostras

de sangue coletadas na ocasido da eutanasia dos animais em tubos heparinizados.
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O plasma foi obtido apos a centrifugacdo do sangue total por 15 min a 3.500 x g sob
refrigeracdo (4 °C). Em seguida, as amostras foram avaliadas por testes
colorimétricos em leitora de ELISA, segundo protocolos e recomendacdes dos
fabricantes. As medidas de glicose plasmatica de jejum foram realizadas a partir de
teste colorimétrico da marca LabTest (nUmero de catdlogo: 133) e as de estrogénio
por kit especifico da marca Cayman (nimero de catalogo 501890).

3.14 Imunodeteccéao de Conteudo Proteico

Para determinacdo da expressdo de proteinas por Western Blotting, os
tecidos foram extraidos e coletados em tubo de ensaio contendo solucéo de dodecil-
sulfato de sdédio (SDS) a 0,1 % (m/v) e um coquetel de inibidores de protease
[(fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 100 pM em isopropanol, N-tosil-L-lisina
clorometil-cetona (TLCK) 20 uM, aprotinina 2 pg/mL e leupeptina 2 pg/mL] e
fosfatase (ortovanadato de sddio 1mM, molibdato de sédio 1 mM, B-glicerofosfato 1
mM) para serem homogeneizados a razdo de 5 mL/g de tecido em homogeneizador
de facas Ultra 80. No caso de precipitados celulares do sangue total, o tampé&o de
lise escolhido foi o RIPA Buffer (Sigma-Aldrich, R0278) e a homogeneizacao deu-se
em banho de gelo em processador ultrassbnico modelo UIS250V (Hielscher
Ultrasonics GmbH, Alemanha) equipado com sonotrodo LS24d3 operando a 24 kHz
e 75 % da poténcia maxima (= 9 W de poténcia final nos tubos), por 30 s em pulsos
de 0,5 s cada.

Em seguida, o contetdo foi centrifugado a 16.000 x g por 1 min a temperatura
ambiente e o sobrenadante coletado. A concentracao de proteina determinada pelo
método de Bradford (Bradford, 1976), sendo as amostras diluidas em tampao para
eletroforese (50 mM Tris pH 6,8, SDS 10 % (w/v), glicerol 10 % (v/v), 2-
mercaptoetanol 10 % (v/v) e 2 mg/mL azul de bromofenol) e fervidas por 5 minutos
para desnaturacdo completa. Quantidades iguais de proteina (~40 ug por pogo)
foram aplicadas em gel de poliacrilamida a 10% ou 15 % para separacao durante 2
horas utilizando corrente elétrica constante a 100 V. O sistema vertical Slab Gel BIO-
RAD Mini-Protean TetraCell (BIO-RAD Laboratories, Richmond, CA USA) foi
preenchido com tampéo de corrida contendo Tris a 25 mM e SDS a 1% (m/v), pH
8,3. Como marcador de peso molecular foram utilizados 5 pyL de mistura de

proteinas recombinantes pré-coloridas (RPN80OOE, GE Health Care) por gel.
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Para a realizagdo do procedimento de eletrotransferéncia, onde ocorre a
transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose (GE Health Care-
Amersham), foi utilizado o sistema refrigerado BIO-RAD Blot Cell a 100 V constantes
por 2h. A confirmacdo do sucesso dos procedimentos descritos acima teve
confirmacdo pela coloragdo das membranas de nitrocelulose com Vermelho
Ponceau S (Red Ponceau S, sal de sédio 0,3 %, Sigma, em solucdo de &acido
tricloroacético a 3 %), sendo em seguida descoradas com solucdo TEN (Tris-EDTA-

NaCl a respectivamente 50, 5 e 150 mM)-Tween 0,1 % (V/v).

Para determinar a expressdao de HSP72 e HSP73 foi utilizado anticorpo
monoclonal anti-HSP70 (Sigma H5147) que reconhece tanto a forma induzivel de 72
kDa quanto a forma constitutiva de 73 kDa; a analise do conteudo celular de GAPDH
foi utilizada como normalizador, obtido por incubagdo com anticorpo anti-GAPDH
conjugada contendo peroxidase (Sigma G9295) em diluigdes de 1:1000.

A imunodeteccéao foi realizada por quimiluminescéncia com uso de luminol,
acido p-coumarico e H202, sendo a quimiluminescéncia fotodocumentada (60 fotos,
1 foto/10s) e as imagens quantificadas com auxilio do sistema automatico
ImageQuant 350 (GE Health Care).
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4. RESULTADOS

Sabe-se que a duracéo do ciclo estral de camundongos tende a ser irregular.
Ao invés de um ciclo de 4 dias ser sucedido novamente por um de 4 dias, ha
chances de ocorrer um de 5 dias (Schimidt, 2018). Junto disto, estudos tém
demonstrado que fémeas que sdo alojadas em colonias exclusivamente femininas,
tendem a apresentar uma tendéncia de cessacao do ciclo, dando prolongamento ao
estado de diestro (Whitten, 1959; Van Der Lee & Boot, 1955; Van Der Lee & Boot,
1956).

Com o intuito de averiguar a possivel ocorréncia destas flutuacdes, e um
possivel impacto em analises posteriores, como, por exemplo, a verificacdo dos
niveis de E2, optou-se por realizar o protocolo de checagem do ciclo estral, via
esfregaco vaginal em camundongos fémeos adultos jovens, assim, podendo
estabelecer o estagio do ciclo estral nos animais sem se alterar o status reprodutivo
destes (McLean, et al., 2012).

Ao verificarmos as laminas, detectamos que os animais do grupo SHAM,
estavam em sua maioria (82 %) em fase de estro (41 %) ou metaestro (41 %),
enquanto que, no grupo que recebeu tratamento térmico, 85 % dos animais estavam
em estro (62 %) ou metaestro (23 %). Durante a fase de estro, os niveis de E2
diminuem e os niveis de prolactina aumentam (Walmer et al., 1992; Parkening,
Collins, & Smith, 1982). J& a entrada no periodo de metaestro coincide com um
aumento continuo nos niveis do horménio progesterona (Walmer et al., 1992) e
corresponde ao inicio da fase latea humana (Mihm, Gangooly & Muttukrishna, 2011).
A medida que os niveis de progesterona comecam a elevar-se, ha um pequeno
aumento nos niveis de 17-B-estradiol em resposta a ativacdo do corpo lateo
(Walmer, et al., 1992; Appelgren, 1969; Sander, et al., 2009). Estes resultados nos
dao um importante norte a respeito do perfil hormonal de momento destes animais,

auxiliando no compreendimento de analises posteriores.

Na figura abaixo estdo imagens representativas de cada fase do ciclo
encontrada nos animais experimentais, a partir das laminas histolégicas, indicando
os tipos celulares predominantes de cada fase, bem como, as diferentes fases do
ciclo estral em camundongos adultos jovens, para ambos 0s grupos: tratados ou nao

com choque térmico.
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Figura 2 — Avaliacdo citolégica de esfregacos vaginais, tendo trés tipos principais de células
detectados na vagina: (A) células epiteliais nucleadas, (B) células epiteliais escamosas cornificadas e
(C) leucdcitos. Diferentes etapas do ciclo estral de camundongos fémeas jovens, tratados com
choque (HS) ou sem (SHAM): (D) Proestro — SHAM; (E) Estro — SHAM; (F) Metaestro — SHAM; (G)
Diestro — SHAM; (H) Proestro — HS; (I) Estro — HS; (J) Metaestro — HS; (K) Diestro — HS. Imagens
capturadas por camera Samsung SM-N770F: F1,7; 1/250s; 4,32mm; ISO 50.

Em relacdo ao conteudo muscular de HSP72 (HSPA1A), verificamos um
aumento de 59 % no grupo HS quando comparado ao grupo SHAM nas fémeas
adultas (4 meses), enquanto no grupo das fémeas envelhecidas (16 meses), houve
um aumento de 77 % do grupo HS comparado ao grupo SHAM (p=0,0341). Ainda
com relacéo a HSP, verificamos diferenca (p=0,0047) entre as diferentes idades dos
animais que receberam choque térmico, indicando um aumento mais acentuado nas

concentracfes musculares desta proteina nas fémeas envelhecidas.
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Figura 3 — Conteudo proteico de HSP70 no musculo gastrocnémio de camundongos fémeos adultos
jovens (4 meses) e envelhecidos (16 meses) tratados com choque (HS) ou sem (SHAM);
Normalizacdo realizada pelo GAPDH. Em detalhe a imagem representativa dos respectivos géis.
Dados expressos em média + DPM. ANOVA de 2 vias com medidas repetidas post hoc Tukey. SHAM
4 meses: N = 8; SHAM 16 meses: N =7; HS 4 meses: N = 8; HS 16 meses: N = 5.

Como efeito do tratamento térmico, também observamos um aumento nas
concentracbes de 17-B-estradiol nos grupos HS comparados ao grupo SHAM
(p=0,0467), sendo de 83% no grupo HS (4 meses) e de 80% do grupo HS (16

meses).
E2 (logit)
p= 0,0467 p= 0,0467
1009 | —
v
g 80
£ ° [ ] A
2 60-
— n
9
g & I
£ | = T
w20 . v
oy AL
A
0 ] L] ]
o & o
O b(é\ o '\5‘6\
S ,\6'6\

Figura 4 — Concentracdes de Estradiol de camundongos fémeos adultos jovens (4 meses) e
envelhecidos (16 meses) tratados com choque (HS) ou sem (SHAM); Dados expressos em média +
DPM. ANOVA de 2 vias com post hoc Tukey. SHAM 4 meses: N = 13; SHAM 16 meses: N =7; HS 4
meses: N = 11; HS 16 meses: N = 5.
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Considerando que o 17-B-estradiol é conhecido como potente indutor da
expressédo de HSP70 nas fémeas, logo, correlacionamos estes dois marcadores na
busca de perceber associacfes durante a resposta ao tratamento. Do ponto de vista
da correlacdo de Pearson nédo verificamos diferenca, apesar de se ter a impressao
de um comportamento (tendéncia) nos animais SHAM, com a queda da expresséo
da HSP72, enquanto que, nos grupos submetidos ao HS, ela aumenta. Este
comportamento fica mais evidente nos adultos jovens. Deste modo, esta tendéncia
deve ser considerada como base para proximas inferéncias e novas rodadas

experimentais, pois indica um padréo interessante a ser observado.
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Figura 5 — Correlacdo de Pearson entre as concentragfes de Estradiol e HSP70. A — Correlacdo
entre os animais adultos jovens do grupo SHAM (R = 0,2485). B - Correlacdo entre os animais
adultos jovens do grupo HS (R = 0,065). C - Correlacdo entre os animais adultos envelhecidos do
grupo SHAM (R = 0,020). D - Correlacdo entre os animais adultos envelhecidos do grupo HS (R =
0,023).

Ao medirmos os niveis de iINOS no musculo gastrocnémio, verificamos que
nao houve diferenca em nenhum dos comparativos, tanto para os grupos tratados
(p=0,2886), quanto em relacao as idades (p=0,6826). Como sera discutido adiante,
nao se pode descartar a possibilidade, no entanto, de que 0s incrementos na
expressdo de HSP70 induzida por NO estejam ligados a producdo de NO mediada
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por outras enzimas NOS, como a endotelial e a neuronal. Uma vez que, ha
conhecimento sobre a presenca dos subtipos concomitantemente no tecido

muscular.
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Figura 6 — Concentracdes de INOS no musculo gastrocnémio de camundongos fémeos adultos
jovens (4 meses) e envelhecidos (16 meses) tratados com choque (HS) ou sem (SHAM);
Normalizacé@o realizada pelo GAPDH. Em detalhe a imagem representativa dos respectivos géis.
Dados expressos em média + DPM. ANOVA de 2 vias com post hoc Tukey. SHAM 4 meses: N = 8;
SHAM 16 meses: N = 7; HS 4 meses: N = 8; HS 16 meses: N = 5.

Neste ponto serdo apresentados os resultados das pesagens dos seguintes
tecidos: gastrocnémio (figura 7), séleo (figura 8), tecido adiposo visceral (figura 9) e
figado (figura 10) dos animais de cada grupo de tratamento em cada idade.
Observamos que, as massas médias dos musculos gastrocnémio e séleo coletadas
em fémeas envelhecidas apresentaram maiores pesos quando comparadas as
adultas jovens (p=0,004 no gastrocnémio e p=0,0013 no soéleo), em funcdo dos
maiores pesos corporais destes animais comparados aos mais jovens, devido ao

tempo de vida natural dos animais estudados.
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Figura 7 - Dados de massa do musculo gastrocnémio de camundongos fémeos adultos jovens (4
meses) e envelhecidos (16 meses) tratados com choque (HS) ou sem (SHAM) — Dados brutos em
miligramas; Dados expressos em média = DPM. ANOVA de 2-vias com post hoc Tukey. SHAM 4
meses: N = 8; SHAM 16 meses: N = 7; HS 4 meses: N = 8; HS 16 meses: N = 5.
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Figura 8 - Dados de massa do musculo séleo de camundongos fémeos adultos jovens (4 meses) e
envelhecidos (16 meses) tratados com choque (HS) ou sem (SHAM). — Dados brutos em miligramas;
Dados expressos em média + DPM. ANOVA de 2-vias com post hoc Tukey. SHAM 4 meses: N = 8;
SHAM 16 meses: N =7; HS 4 meses: N = 8; HS 16 meses: N = 5.

Ao analisarmos o tecido adiposo, com relagéo ao tratamento (SHAM vs HS),
ndo houve diferenca (p=0,9999) entre os grupos. J& quando comparada as idades,
verificamos diferenca (p=0,0001) em ambos o0s grupos, tanto entre jovens e
envelhecidas do grupo SHAM quanto do grupo HS. Tais achados indicando um
maior acumulo de tecido adiposo conforme a progresséo da idade do animal. Ainda

sobre o tecido adiposo, porém agora corrigido pelo peso do animal, verificamos
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diferenca (p=0,0001) entre as idades, reforgcando o que foi apresentado no resultado
anterior. Em relacdo aos tratamentos (SHAM vs HS), ndo houve diferenca (p=
0,2693).
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Figura 9 - Dados de massa do tecido adiposo visceral de camundongos fémeos adultos jovens (4
meses) e envelhecidos (16 meses) tratados com choque (HS) ou sem (SHAM). A — Dados brutos em
miligramas; B — Normalizacao do tecido extraido pela massa total dos animais. Dados expressos em

média + DPM. ANOVA de 2-vias com post hoc Tukey. * Diferengas mostradas no grafico. SHAM 4
meses: N = 8; SHAM 16 meses: N =7; HS 4 meses: N = 8; HS 16 meses: N = 5.

Ao verificarmos a massa hepatica destes animais, observamos que 0s
animais envelhecidos apresentaram maiores pesos quando comparados aos mais
jovens (p=0,0001).
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Figura 10 - Dados de massa do tecido hepético de camundongos fémeos adultos jovens (4 meses) e
envelhecidos (16 meses) tratados com choque (HS) ou sem (SHAM) — Dados brutos em miligramas;
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Dados expressos em média + DPM. ANOVA de 2-vias com post hoc Tukey. *Diferencas mostradas
no grafico. SHAM 4 meses: N = 8; SHAM 16 meses: N = 7; HS 4 meses: N = 8; HS 16 meses: N = 5.

Aplicando as relacbes determinadas pelo indice de Lee, ndo encontramos
diferenca entre os animais dos diferentes grupos ao quando comparados aos
valores apresentados no inicio do tratamento (esperado), nem ao final do
experimento. Porém, foi verificada diferenca quando os animais do mesmo grupo HS
(p=0,0003) ou SHAM (p=0,0001) tiveram seus indices comparados do inicio ao final
do tratamento. Estes resultados nos indicam que a terapia térmica ndo provocou
efeitos sobre estes parametros, uma vez que animais pertencentes aos diferentes

grupos apresentaram a mesma resposta.
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Figura 11 - indices de Lee em camundongos fémeos adultos jovens (4 meses) e envelhecidos (16
meses) tratados com choque térmico (HS) ou sem (SHAM) - Dados expressos em média + DPM.
ANOVA de 2-vias com post hoc Tukey. SHAM 4 meses: N = 8; SHAM 16 meses: N = 7; HS 4 meses:
N =8; HS 16 meses: N = 5.



40

Analisando os valores encontrados para a glicemia de jejum dos animais, ndo
verificamos diferenca entre os grupos (p=0,9221), nem quando comparadas as
diferentes idades (p=0,997).
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Figura 12 - Glicemia de jejum (12 h) de camundongos fémeos adultos jovens (4 meses) e
envelhecidos (16 meses) tratados com choque (HS) ou sem (SHAM). Dados expressos em média +
DPM. ANOVA de 2-vias com post hoc Tukey. SHAM 4 meses: N = 8; SHAM 16 meses: N =7; HS 4
meses: N = 8; HS 16 meses: N = 5.

Sobre o teste de tolerancia oral a glicose, ndo foram observadas diferencas
nas areas sob as curvas entre 0os animais SHAM e HS (p=0,4528) (figura 13), tanto
nas jovens quanto nas das envelhecidas. As glicemias basais foram relativamente
altas, tanto nos SHAM quanto nos tratados (~8-9 mM, quando o esperado seria por
volta de 4,5-5,5 mM). Entretanto, verificamos que todos 0s animais apresentaram o
mesmo padrdo, ou muito similar de valores, o que nos permitiu padronizar a

interferéncia neste marcador.
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Figura 13 - Curva de tolerancia oral a glicose realizada em camundongos fémeas jovens (4 meses) e
envelhecidas (16 meses) tratados com choque (HS) ou sem (SHAM) - Dados expressos em média +
DPM. ANOVA de 2-vias com post hoc Tukey. SHAM 4 meses: N = 8; SHAM 16 meses: N =7; HS 4
meses: N = 8; HS 16 meses: N = 5.
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Figura 14 - Area incremental sob a curva do OGTT de camundongos fémeas jovens (4 meses) e
envelhecidas (16 meses) tratados com choque (HS) ou sem (SHAM) - Dados expressos em média +
EPM. ANOVA de 2-vias com post hoc Tukey. SHAM 4 meses: N = 6; SHAM 16 meses: N =5; HS 4
meses: N = 8; HS 16 meses: N = 4.

De interessante, correlacionamos o0s valores

forma muito quando

correspondentes as areas incrementais sob as curvas glicémicas e as
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concentracbes de estradiol, verificamos que as envelhecidas do grupo SHAM,
quando comparadas as jovens, tendem a demonstrar um comportamento de declinio
da funcdo metabdlica atrelado aos baixos niveis de estrogénio.
Surpreendentemente, ao voltarmos nosso olhar ao grupo de envelhecidas que
realizou o choque térmico (16 meses + HS), ha uma padronizacdo de curva. Desta
forma, a resposta nos permite perceber que o comportamento da curva se aproxima
aos demais valores dos animais jovens. ISso nos sugere um possivel fator de
recuperacdo da funcdo metabodlica em funcdo do tratamento térmico, reforcando a

proposta desta interven¢cdo como terapia cronica.
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Figura 15 — Correlagdo de Pearson entre os valores da Area incremental sob a curva e as
concentracdes de 17-B-estradiol.
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5. DISCUSSAO

A remocao cirargica bilateral dos ovarios, ovariectomia (OVX), é o método
mais comum de inducéo a deficiéncia ovariana, sendo referida como um modelo de
menopausa (Koebele & Bimonte-Nelson, 2016). Entretanto, estudos tém apontado
gue a ovariectomia reduz a protecdo em ratas, uma vez que nas fémeas OVX, o0s
niveis de HSP72 sdo maiores do que nos machos, porém realizando a ovariectomia,
0s niveis da proteina acabam se tornando semelhantes entre os sexos, destacando
0 possivel efeito do E2 (Hosszu et al., 2018). O mesmo estudo, sob a otica das
células tubulares proximais, ainda relata que foi encontrado um aumento nos niveis
de proteina HSF-1, reguladora da sintese de HSP72, em ratas fémeas,
apresentando uma diferenca consideravel quando da comparacédo entre machos e
fémeas OVX. Isso sugere que a auséncia de E2 prejudica a resposta do HSF-1 tanto
em situacdes fisiologicas, bem como em quadros patolégicos (Hosszu et al., 2018).
Em nosso estudo, para avaliacdo dos efeitos do choque térmico, optamos por utilizar
camundongos fémeos envelhecidos, simulando a condicdo de envelhecimento,
climatério e menopausal natural da fisiologia feminina. Isto posto, ha também a
reducdo a capacidade metabdlica, e os desafios para a manutencdo do status

hormonal necesséario enquanto niveis citoprotetores conhecidos.

Como ja discutido inicialmente, a menopausa € um dos fatores responsaveis
pelo declinio do Ez, logo, sendo indutor da via de choque térmico (HSR), espera-se
que as concentracbes de HSP70 estejam suprimidas. Anteriormente, diversos
estudos ja relataram que na condicdo de envelhecimento, ha uma diminuicdo da
HSR, acompanhada por alteracdes na proteostase, observada em diversos tecidos e
células: como o figado, linfécitos, coracao e em artérias de ratos (Anckar & Sistonen,
2011; Faassen et al., 1989; Gutsmann-Conrad et al., 1998; S6ti & Csermely, 2002;
Stice et al.,, 2011; Wang et al.,, 2006). Por outro lado, sabe-se que a prejuizo
decorrente do envelhecimento € menos pronunciado no cérebro e no musculo
esquelético (Carnemolla et al., 2014; Locke, 2000). Ja estudos mais recentes em
roedores mostraram que a perda de E2 em ratos fémeos diminuiu 0os niveis basais
de HSP70, HSP27 e HSP90 no musculo esquelético (Wang et al., 2016). Sob estas
condicdes de hipoestrogenismo, buscamos verificar, um possivel restabelecimento
das concentracbes de HSP70 intramuscular por meio do tratamento térmico,

sinalizando uma possivel recuperacéo da via da HSR.
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Em nossos resultados, verificamos um aumento da HSP70 nos grupos
submetidos ao HS, quando comparados aos SHAM (p= 0,0341) nos animais
envelhecidos (Figura 3). Aspecto este, que se reforca ao passo que verificamos
também, diferenca quando comparadas as idades entre os animais que fizeram o
choque, nos indicando que o tratamento aumenta as concentracées da HSP no
musculo esquelético, tanto para as adultas jovens, quanto para as envelhecidas.
Porém, o aumento das concentracdes musculares desta proteina acaba sendo mais
pronunciado nas fémeas envelhecidas, nos sugerindo uma recuperacao da via de
choque térmico, até entdo suprimida em funcdo do hipoestrogenismo. Isto resta
muito interessante, pois, tendo em vista que em estudos anteriores, utilizando o
modelo de ovariectomia, a inducdo da HSR via E2 em cardiomiécitos de rato foi
observada apenas em animais jovens e ndo nos ovariectomizados idosos (Stice et
al., 2011). Junto disso, recentemente também foi observado este aumento nas
concentracbes plasmaticas de HSP70, sendo independente do estado
ovariectomizado, porém, ocorrendo no tecido adiposo branco e ndo no musculo

esquelético. (Lissarassa et al., 2020).

Além do aumento dos niveis de HSP, o aumento nas concentracdes de E:
também merece destaque como um efeito do choque térmico, como pode ser
verificado em nosso estudo (Figura 4). O que acaba sendo intrigante, uma vez que
até entdo, estudos que avaliaram os efeitos do tratamento hormonal com E2 em
roedores, tanto em machos, quanto em fémeas ovariectomizadas, verificaram que o
horménio atenua a resposta HSP70 e HSP72 induzida pelo exercicio e ndo tem
efeito sobre HSP27 nos musculos dos membros posteriores (Paroo, Dipchand &
Noble, 2002; Paroo, Tiidus & Noble, 1999; Bombardier, et al., 2009). Além disso,
evidéncias tém apontado que o tratamento com E2 em concentracdes fisiologicas,
nao melhorou o status proteostatico celular (Hwang et al., 2019). Esse aumento
duplo nas concentracées de ambos, horménio e proteina, nos faz concluir que o E2
induz a expressao de HSP70 nas fémeas, necessariamente. Por isso,
correlacionamos estes dois marcadores (Figura 5). Do ponto de vista da correlacao
de Pearson, néo foi verificada diferenca. Porém, é notavel o comportamento que os
animais SHAM apresentaram expressao da proteina diminuida, enquanto que nos
animais HS, a proteina aumenta. Este efeito € mais visivel nas adultas jovens. Logo

podemos afirmar que o tratamento térmico, por meio da recuperacdo das
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concentragbes de E2, aumentaria a sensibilidade da via de choque térmico ao
proprio estradiol, desenvolvendo citoprotecéo, e evitando o desenvolvimento de um
possivel quadro de pro-inflamatorio. Isto posto, hd a evidéncia de um quadro
preventivo para o organismo da mulher, pois temos 0 aumento da suscetibilidade
conhecida para o desenvolvimento de doencas crbnicas de inflamacdo de baixo
grau. Assim, a indicacdo para tratamento térmico como uma forte alternativa a
terapia de reposicdo hormonal, uma vez que esta ja teve sua seguranca a longo

prazo questionada (Rossouw et al., 2013), € algo relevante.

Como ja relatado neste estudo, parte do efeito protetor dos indutores de HSR
reside em sua capacidade de elevar a producéo do 6xido nitrico (NO), que por sua
vez, € um poderoso ativador do HSF-1 e potencializa a HSR. Por isso, avaliamos o
conteddo de iINOS no gastrocnémio, onde néo foi verificada diferenca, tanto quando
comparados os tratamentos bem como as idades. O que em um primeiro momento,
acaba sendo curioso, tendo em vista 0s aumentos encontrados nas concentracoes
de E2 e de HSP72. Porém, estudos recentes em células da glia demonstraram que
com a inducdo de estimulos inflamatérios, ha o aumento dos niveis da iNOS.
Entretanto, este efeito foi reduzido com o choque térmico (Clarke et al.,, 2019),
sugerindo que isso seja decorrente da inducdo de HSP70, que limita a ativacado do

NF-kB (Chen et al. 2006), do qual a expressao de iINOS é dependente.

Além disso, ndo se pode descartar a possibilidade de que os incrementos na
expressao de HSP70 induzida por NO, podem ser em decorréncia da presenca das
outras enzimas NOS carregadoras deste processo (Yuste et al. 2015). Porém,
também se atenta a possibilidade da avaliacdo deste mesmo marcador em outro
tecido, na aorta, uma vez que as concentracfes de 6xido nitrico estdo diretamente
relacionadas com as propriedades de vasoconstricdo/dilatacdo. Além disso, estudos
anteriores em nosso grupo (Miragem et al., 2015) ja demonstraram o0 aumento da
HSP72, em ratas OVX no tecido adrtico com o tratamento agudo de HS (sesséo
tnica de choque térmico). Ainda, esta relacdo (ou eixo), NO-HSP70, esta
correlacionado diretamente com a termogénese e sintomas vasomotores
caracteristicos da menopausa, tais como a sudorese e os fogachos (Miragem &
Homem de Bittencourt Jr, 2017). Junto disso, atenta-se a uma possivel formacao da
placa aterosclerdtica, uma vez que, mulheres podem vir a desenvolver a aceleracéao

do processo ateroscleroético, devido a perda excessiva de E2 (Knowlton et al., 2001),
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somado ao fato de termos verificado o0 aumento dos depdsitos de gordura e massa

hepética no animal (discutido adiante).

Evidéncias anteriores apontam para o papel modulador do E2 na manutencéo
da massa muscular (Taaffe, et al., 2005; Ronkainen, et al., 2009). Isso se deve ao
fato de que o musculo esquelético possui receptores (tipo B) de E2 nha membrana
celular, no citoplasma e na membrana nuclear (Jubrias et al., 1997). Sabe-se que a
atrofia muscular proveniente do aumento da apoptose, estd associada com o
envelhecimento bioldgico. Mulheres que desenvolveram uma capacidade protetiva
antioxidante, em um quadro de hipoestrogenismo, ficam sujeitas ao declinio da
protecdo apods transicdo menopausica (Knowlton & Korzick, 2014). Isto acarreta na
perda de massa e geracdo de forca do musculo esquelético, cada vez mais
frequente nesta idade em mulheres, chegando entre 1 a 2% ao ano (Aloia et al.,
1991; Meeuwsen, Samson & Verhaar, 2000; Rolland et al., 2007; Bondarev, et al.,
2018; Ferrucci et al., 1997). O nome dado a este processo de diminuicdo da massa
muscular é sarcopenia. Esta, decorrente da acelerada queda nas concentracdes de
E2, que também acaba prejudicando a saude dos o0ssos, ligamentos, colageno,
cartilagem, membrana sinovial e capsula articular (Khadilkar, 2019). Além das
alteracdes no status hormonal decorrente do envelhecimento natural, as possiveis
causas que podem vir a originar sarcopenia incluem: baixos niveis de atividade
fisica, reducdo da ingestédo de proteinas e aumento do estresse oxidativo (Messier et
al., 2011). Sua caracterizacdo da-se pela atrofia das fibras do tipo I, diminuicdo no
namero de unidades motoras e pelo acumulo de gordura no interior do musculo,
atrelado a resisténcia a insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina |
(Khadilkar, 2019).

O que nos chama atencdo para esta condicdo, € o acumulo de gordura
intramuscular, pois em nossos resultados nas variaveis teciduais, camundongos
fémeos envelhecidos de 16 meses apresentaram maiores massas nos musculos
gastrocnémio (Figura 7) e soéleo (Figura 8), quando comparadas as adultas de 4
meses. Estudos histolégicos (ja programados) poderédo ajudar a aceitar ou refutar
esta possibilidade. Sabe-se que a sarcopenia pode progredir para o estado de
obesidade sarcopénica, em que além da diminuicdo da massa magra, ha o aumento
da massa gorda (Khadilkar, 2019). Em humanos, a sarcopenia pode acabar

colocando mulheres em risco, pois € comumente exacerbada em individuos com
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sobrepeso e obesos, acarretando em morbidade, devido ao aumento da incidéncia
de doencas relacionadas ao estilo de vida, tais como o diabetes mellitus tipo 2,
hipertenséo e sindrome metabdlica (Zacker, 2006; Manini & Clark, 2012), bem como
aumento da mortalidade (Khadilkar, 2019). Essa hipotese ganha for¢ca ao passo que
estudos ja constataram que, em mulheres pos-menopausicas, quando comparadas
as mais jovens, é encontrada uma grande quantidade de tecido muscular n&do
contrdtil, como gordura intramuscular (Jubrias et al., 1997). Deste modo,
acreditamos que 0 aumento encontrado nas massas musculares das fémeas
envelhecidas em nosso estudo possa ser decorrente de obesidade sarcopénica,

porém, ensaios histologicos futuros sdo necessarios para comprovacao.

A capacidade do musculo esquelético de gerar forca, é considerada como um
indicativo de recuperacéo de lesdo (Warren, Lowe & Armstrong, 1999). Estudos que
tém avaliado a recuperagdo da lesdo muscular induzida por contracdo em
camundongos fémeos jovens ovariectomizados tem demonstrado a recuperacao
incompleta da forga (Kosir et al., 2014), ja em tratamentos com estradiol, houve uma
melhora na recuperacao da forca apds uma lesdo traumatica por congelamento (Le,
et al., 2018). Além da recuperacdo incompleta no musculo esquelético e perda da
citoprotecdo, sob um estado de hipoestrogenismo, também estdo associados a
dislipidemia (Spangenburg & Jackson, 2013), o estresse oxidativo (Sanchez-
Rodriguez et al., 2012) e o comprometimento da HSR (Stice et al., 2011; Miragem &
Homem de Bittencourt Jr, 2017). Proteinas de choque térmico (HSPs) junto as
mitocondrias conferem protecdo ao musculo esquelético contra o0 processo
apoptotico, numa via dependente de Ez (Collins, Laakkonen & Lowe, 2019). Logo, ao
terem sua expressado reduzida, acabam tendo sua fungcdo comprometida e, assim,
fazem com que o meio celular se torne menos capaz de gerar a resposta adequada

para o reparo da lesdo no musculo esquelético.

Além de efeitos na musculatura esquelética, o E2 contribui para a manutencao
do balanco energético e metabolismo da glicose. Com o seu declinio em funcao da
menopausa, 0 metabolismo de lipidios e carboidratos acaba sendo afetado
negativamente (Kamada et al. 2011; Min et al. 2018; Lovejoy, 2003; Lizcano &
Guzman 2014). Isto certamente predispde as fémeas, incluindo humanas, a doencas
metabdlicas. Em modelos de ovariectomia, observou-se que a redu¢cdo hormonal

levou ao declinio da expressdo dos genes necessarios para eficiéncia do gasto
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energético. Genes estes relacionados ao metabolismo dos &cidos graxos, bem como
genes do tecido adiposo e do musculo esquelético (Kamei et al. 2005). Isto acarreta
disfuncbes inflamatérias relacionadas a obesidade, como o aumento do perfil
oxidativo (Lizcano & Guzman 2014; Fernandez-Sanchez et al. 2011), o ganho de
peso (Spangenburg & Jackson 2013; Sibonga et al. 2003) em funcdo da diminuicao
da taxa de metabolismo basal e gasto energético (Heine et al. 2000; Camporez et al.
2013). Além disso, a perda de massa magra, somado a um maior sedentarismo e
oxidacdo de gordura, associada a tratamentos mais frequentes com farmacos, como
esteroides e insulina (Lovejoy et al., 2008; Kalyani et al., 2009), tem sua génese ou
desfecho em uma HSR suprimida em tecidos metabdlicos (Newsholme & Homem de
Bittencourt Jr 2014).

Relacionando estes apontamentos da literatura com o0 nosso modelo
experimental, podemos inferir que estamos simulando a condicdo de um animal
doente, pois além dos efeitos decorrentes da menopausa/envelhecimento, ha a
influéncia, também, do sedentarismo destes animais em funcdo do confinamento em
espaco restrito, bem como a livre oferta de alimento (mesmo a dieta ndo sendo

hiperlipidica) ao longo de sua vida.

O hipoestrogenismo decorrente da menopausa pode levar a um aumento da
adiposidade visceral (Messier et al., 2011). Evidéncias apontam que, 0 risco de
desenvolver obesidade (sempre associada a resisténcia a insulina em algum
momento) esta atrelado a demais doencas cardiovasculares, com 0 aumento de
86 % no risco das mulheres apds atingirem os 40 anos, 65 % de risco em mulheres
entre 40 e 59 anos de idade, e 74 % de risco naquelas acima de 60 anos (Schmidt,
2018). Logo, a redugdo de Ez poderia ser um fator importante para o

desenvolvimento da resisténcia a insulina (Kennedy et al., 1997).

Em um estudo em que se avaliou os efeitos do choque térmico em ratas
ovariectomizadas, observou-se o aumento dos niveis séricos de HDL, porém, sem
modificar os niveis de LDL (Lissarassa et al. 2020). Estudos in vitro mostraram que o
choque térmico aumentou a expressao de genes relacionados a captacdo de 4cidos
graxos e sintese de triacilglicer6is em adipdcitos (Qu, Donkin & Ajuwon 2015), bem
como a demanda de glicerol como fonte energética (Qu & Ajuwon 2018). Em nossos
resultados, verificamos que, em relacdo ao tecido adiposo (Figura 9), principal fonte

de armazenamento de triacilgliceréis, houve um aumento nas massas das fémeas
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envelhecidas, quando comparadas as adultas. O que acaba sendo intrigante, pois
estudos anteriores de nosso grupo em camundongos machos knockout para o
receptor LDL, verificamos que o choque térmico reduziu o ganho de peso corporal, o
indice de Lee, e a obesidade visceral (Bruxel et al., 2018). Em nossos resultados,
ndo foi verificado possiveis efeitos do choque térmico na resposta da composi¢ao
corporal dos animais a partir do parametro, indice de Lee, uma vez que o grupo
SHAM demonstrou a mesma tendéncia apresentada pelo grupo HS. Em
contrapartida, um estudo que investigou os efeitos do envelhecimento em
camundongos fémeos, também verificou um aumento similar da gordura visceral.
Sendo em funcdo da redistribuicdo dos depdsitos de gordura (Schmidt, 2018),
processo que é caracterizado pela hiperplasia e/ou hipertrofia dos adipdcitos
associadas a alteracbes na funcdo metabdlica (Graja & Schulz, 2015), como o

desbalanceamento entre o0 consumo energético e o seu gasto.

O envelhecimento esta atrelado a falhas no processo de armazenamento de
lipidios do tecido adiposo, contribuindo para esta redistribuicdo dos depdsitos
(Cartwright, Tchkonia & Kirkland 2007). Estes problemas no armazenamento de
lipidios também podem ser vistos nivel extra-hepético, influenciando na sensibilidade
a insulina no musculo esquelético (Schmidt, 2018), tendo em vista que a mulher
possa estar desenvolvendo um quadro de inflamacdo de baixo grau decorrente da
secrecdo de citocinas proé-inflamatérias, porém, estas citocinas nao foram

mensuradas em nosso estudo.

Quando avaliamos a massa hepatica das fémeas (Figura 10), verificamos um
aumento acentuado nas envelhecidas comparadas as adultas. Este processo de
aumento do peso do figado, também foi verificado em demais estudos com
camundongos fémeos (Schmidt, 2018). A possivel justificativa para este ganho,
pode estar na relacdo com a gordura visceral, que em individuos saudaveis, € um

fator determinante para o depdsito de gordura do figado (Filho et al., 2006).

Sob uma perspectiva metabdlica, mesmo havendo alteragbes significativas
em variaveis teciduais importantes, isto nos sugere um possivel desenvolvimento de
quadro inflamatorio. Ao avaliarmos a glicemia dos animais (Figura 12), verificamos
gue ndo houve diferenca na resposta glicémica entre os grupos experimentais. Isto
acaba sendo curioso, pois, uma vez que este processo aparentemente nao se

correlaciona com o aumento dos depdésitos de gordura, hipertrofia dos adipécitos ou
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até mesmo um aumento no peso hepatico nos animais envelhecidos. Sendo que em
situacdes semelhantes ha manutencdo dos niveis de glicose e triglicerideos dentro
do padrao fisiolégico esperado (Schimidt, 2018). Além disso, ao realizarmos o teste
de tolerancia a glicose (Figura 13), ndo foram observadas diferencas nas areas sob
as curvas entre os animais SHAM e HS, tanto das jovens quanto das envelhecidas
(Figura 14). Isso pode ter acontecido devido as fémeas terem ficado enclausuradas,
elevando as glicemias basais, tanto nos controles quanto dos tratados (~8-9 mm,
quando o esperado seria por volta de 4,5-5,5 mm). Estudos anteriores de nosso
grupo, ao avaliar os efeitos do choque térmico em modelos de ovariectomia, também
nao verificaram alteracdes, tanto em testes de tolerancia a glicose, quanto de
insulina, nos levando a inferir que, enquanto a supressdo da HSR estiver alocada
apenas no tecido adiposo e ndo no musculo esquelético, as disfuncfes glicémicas
nao serdo percebidas. Assim, gerando a hip6tese de que o hipoestrogenismo por si
s6, acaba ndo sendo suficiente para gerar um estado de resisténcia a insulina
associado ao baixo teor de HSP70 intramuscular (Lissarassa et al. 2020). Novos
estudos de captacdo de glicose na presenca de insulina em incubacdes de tecido

muscular poderdo trazer uma luz a esses achados.

Deste modo, um dos efeitos do tratamento térmico, mais instigante que
encontramos em nosso estudo deu-se por meio da correlacdo entre os valores
correspondentes as areas incrementais sob as curvas glicémicas e as
concentracbes de estradiol (Figura 15), em que os animais envelhecidos que nao
fizeram o tratamento apresentaram uma tendéncia de queda da funcdo metabdlica
atrelada ao baixo nivel de E2. Surpreendentemente, houve paralelismo da curva
protagonizada pelos animais envelhecidos que receberam o choque térmico. Isso
nos sugere uma recuperacdo da funcdo metabolica desses animais, igualando-se
aos padrdes apresentados pelas jovens. Analises posteriores ainda se fazem
necessarias para auxiliar na compreensdo deste processo, uma vez que ainda
navegamos em um mar de incertezas e possibilidades relacionadas a mecanistica
destas interacfes metabolicas. Entretanto, isso nos sugere um possivel fator de
recuperacdo da funcdo metabdlica em funcdo do tratamento térmico, que pode
reverter o estado de hipoestrogenismo decorrente da menopausa, aumentando a
sensibilidade da via da HSR ao E2, fazendo com que se reforce a proposta do

tratamento térmico como terapia.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Sabe-se que a reducdo da capacidade metabdlica est4d atrelada ao
envelhecimento e a menopausa. Em nossas analises, verificamos que, com relagédo
as massas teciduais, mais especificamente nos musculos, houve diferencas apenas
nas comparacdes entre as idades dos animais e ndo ao tratamento térmico. Isto
sugere o possivel desenvolvimento de uma obesidade sarcopénica. Quando
voltamos nosso olhar para o tecido adiposo, verificamos um aumento significativo na
massa tecidual das fémeas envelhecidas, em funcdo da redistribuicdo dos depdsitos
de gordura, o que pode indicar possiveis disfuncbes metabdlicas relacionadas ao
armazenamento de lipidios, bem como a resisténcia a insulina. Ao encontro deste
resultado, soma-se também o aumento verificado na massa hepética das fémeas
envelhecidas, a qual estad diretamente correlacionada com os indices de gordura
visceral, fator determinante do depdsito de gordura do figado. Ou seja, estas
modificacdes decorrentes do envelhecimento e do hipoestrogenismo, tornam a
fémea (e, possivelmente, a mulher) mais suscetivel a desenvolver um quadro de

inflamagé&o de baixo grau.

Porém, nosso estudo verificou que a realizacdo do tratamento térmico em
camundongos fémeos pode ter promovido o restabelecimento da via da HSR, uma
vez que verificamos o aumento nos niveis de HSP72 intramuscular. Aumento este
em funcdo da surpreendente recuperacdo das concentracfes de E2 circulante, que
até entdo se encontravam suprimidas em funcéo do hipoestrogenismo decorrente do
envelhecimento/menopausa natural. O Ez, enquanto indutor da HSR atua via sua
relacdo E2 x HSP72. Uma vez que houve uma queda da expressao proteica em
funcdo das baixas concentragdes hormonais nos animais do grupo SHAM, enquanto
gue nos tratados, o comportamento observado foi o de aumento, tais resultados nos
levam a pensar que o tratamento térmico possa ser fator chave no aumento da
sensibilidade da HSR via E2. Aléem disso, também verificamos que o choque térmico
desencadeou uma recuperacdo da funcdo metabdlica nos animais tratados.
Reforcando a proposta da terapia térmica como uma forte alternativa a terapia de

reposicao hormonal que tem sua seguranca no longo prazo questionavel.
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