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RESUMO

Amarante, Débora Barbosa. Avaliacao do efeito do 17 p-estradiol sobre a expressdo génica
da Conexina40 e suas implicacdes na propagacao da atividade elétrica cardiaca. 2016. 66
p. Dissertacdo. Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude, Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2016

O 17p-estradiol (E2), regula muitos genes cardiacos através de seu receptor (receptor para
estrégeno, RE). A propagacdo da atividade elétrica no miocardio depende da transferéncia de
corrente atraves das juncGes comunicantes. As conexinas 40 (Cx40) e 43 séo as principais
conexinas que formam as juncBes expressas no coracdo. Em camundongos, a Cx40 é restrita
ao atrio e sistema de conducdo. AlteracBes na expressdo ou atividade da Cx40 estdo
associadas a fibrilacdo atrial. Aqui n6s avaliamos o efeito do E2 in vitro e in vivo sobre a
expressao do RNAm da Cx40 nos atrios e correlacionamos aos estudos eletrocardiograficos
(ECG). Nos tratamos a linhagem A7r5 (derivada de musculo liso aértico de rato embrionario)
com alta e baixa concentracdes de benzoato de estradiol, BE, (10° M e 10® M) durante 24
horas e cultura primaria de cardiomidcitos atriais de ratos neonatos foram incubados com BE
10° M durante 2, 4 e 8 horas. Ensaios de transfecdo transiente foram realizados na linhagem
A7r5 com um plasmideo contendo um segmento da regido promotora da Cx40 (-
1190/+121Cx40LucpGL3) e tratadas com 10° M de BE durante 24 horas. Camundongos
fémeas foram ovariectomizadas (OVX) e entéo tratadas com baixa (2 microgramas) e alta (20
microgramas) doses de benzoato de estradiol (OVX+BE2 e OVX+BE20) durante 15 dias,
sendo que o grupo controle sofreu apenas estresse cirdrgico (FO). Foram realizados registros
ECG e a expressao atrial do RNAm da Cx40 foi avaliada por RT-PCR em tempo real. N6s
observamos que altas doses de BE diminui a expressaio do RNAm da Cx40 in vitro (na
linhagem A7r5 e na cultura de cardiomidcitos). A atividade transcricional do promotor foi
inibida por BE10™® M. Nés observamos diminuicdo da frequéncia cardiaca dos animais do
grupo OVX em relacdo ao controle, grupo FO. Nenhuma diferenca foi observada na
frequéncia cardiaca entre os grupos OVX+BE2 e OVX+BE20. Os animais do grupo OVX
apresentaram diminuicdo na duracdo da onda P em relacdo ao grupo FO, no entanto nenhuma
diferenca foi observada na duracdo da onda P entre os outros grupos. Nenhuma diferenca foi
observada nos outros intervalos eletrocardiograficos entre 0s grupos experimentais. A
expressdo atrial do RNAmM da Cx40 estava reduzida nos animais do grupo OVX+BE20 em
relagdo ao grupo FO. Nossos dados demonstram que altas doses de benzoato de estradiol
reduzem a expressdao do RNAm da Cx40 in vitro e em camundongos ovariectomizados. NOs
propomos que altas doses de E2 ativa o seu receptor, e 0 complexo RE-E2 age diretamente no
DNA, inibindo a atividade transcricional do promotor da Cx40.

Palavras-chaves: RNAm da Conexina40, benzoato de estradiol, ECG, coragéo e camundongo.
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ABSTRACT

Amarante, Débora Barbosa. Evaluation of the effect of 17 p-estradiol on the gene
expression of Connexind40 and its implications for the spread of cardiac electrical
activity. 2016. 66 p. Dissertation. Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satde, Departamento
de Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2016

The 17pB-estradiol (E2) regulate many cardiac genes via its estrogen receptor (ER). The
propagation of electrical activity in the myocardium depends on the current transfer at gap
junctions. Connexins 40 (Cx40) and 43 are the predominant junctional proteins. In mice,
Cx40 is restricted to the atrium and conduction system. Alterations of Cx40 expression or
activity are associated with atrial fibrillation. Here we evaluate the effect of the E2 onCx40
MRNA expression, in vitro, and in vivo the effect on atrium expression of Cx40 mRNA in
correlation to ECG studies. We treated A7r5 cells (smooth muscle cells from rat thoracic
aorta) with low and high doses ofestradiol benzoate, EB, (10® M and 10°M) for 24h and rat
neonatal cardiomyocytes with EB 10° M for 2, 4 and8 hours. A7r5 cells were trasiently
transfected with 0.5 microgramas of the test plasmid (-1190/+121Cx40Luc pGL3) and treated
with 10°M of EB for 24 hours. Female mice were subjected to ovariectomy (OVX) and then,
treated with a low (2ug) and a high dose (20ug) of estradiol benzoate (EB; OVX+EB2 and
OVX+EB20) for 15 days. ECG recordings were obtained from mice and atrium Cx40 mRNA
expression were evaluated by RT-PCR real time. First, we observed that high doses of EB
down regulated Cx40 mRNA in vitro (A7r5 cells and rat atrial cardiomyocytes). The
transcriptional activity of Cx40 promoter was inhibited by 10°M of EB in A7r5 cells. We
observed lower heart rate for OV X animals when to compared to control animals, FO. In this
regard, no difference was observed between OVX+EB2 and OVX+BE20 heart rate. The OVX
group showed decrease P wave duration when to compared to FO group, but no difference in
the P wave duration was observed among the others groups. No difference was observed in
another ECG intervals among the experimental groups. The atrial Cx40mRNA level was
reduced in OVX+BE20group when to compared to FO group. Our data indicate, for the first
time, high doses of estradiol benzoate reduce Cx40 mRNA in vitro and ovariectomized mice.
We proposed that when E2 levels are high, the complex ER-E2 acts directly from the DNA,
inhibiting the transcriptional activity of Cx40 promoter.

Key words: Connexin4d0 mRNA, estradiol benzoate, ECG, heart and mouse.
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LISTA DE ABREVIATURAS
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cDNA: fita de DNA complementar

CMV-pRL; plasmideo contendo o gene renila direcionado pelo promotor do
citomegalovirus.

CoRegs: proteinas co-reguladoras recrutadas

Cx: conexina

DMEM: Dulbecco's modified Eagle's médium

DNA: acido desoxirribonucléico

El: estrona

E2: 17 B-estradiol

E3: estriol

EBP: proteinas adaptadoras da membrana plasmaética
ECA2: enzima conversora de angiotensina do tipo 2
ECG: eletrocardiograma

NOS: Oxido nitrico sintase

ERE: elemento responsivo ao estrogénio

ET-1: endotelina-1

FA: fibrilacdo atrial

FC: Frequéncia Cardiaca

FO: falsa operada

g: grama

GPER: receptor de estrogénio acoplado a proteina G
HDL: lipoproteina de alta densidade

HeM: heteroméricos

HeT: canal heterotipico

HoM: homoméricos

HoT: canal homotipico

lcaL: canal de célcio do tipo L

IBCCF: Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
IGF-1R: interacdo com receptores de membrana

Ip: intraperitoneal

JC: juncbes comunicantes

JINK: quinase c-Jun

kDa: kilodalton

kg: quilograma

LDL: lipoproteina de baixa densidade

M: molar

MAPK: proteina quinase ativada por mitdgeno

mg: miligrama

mL mililitro
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mM:

milimolar

MMP: metaloproteinase

MMP-2: metaloproteinase do tipo 2

ms: milissegundos

MSRE: Moduladores seletivos do receptor de estrogénio
mV: milivolts

NacCl: cloreto de sodio

NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato
NAV: nodo atrioventricular

nM: nanomolar

NO: oxido nitrico

ovX: ovariectomia

OVX+BE2: ovariectomizadas tratadas com 2 g de benzoato de estradiol.
OVX+BE20: ovariectomizadas tratadas com 20 pg benzoato de estradiol
pc: peso corporal

PI3K: proteina fosfatidilinositol 3 quinase

PKA: proteina quinase A

PKC: proteina quinase C

pmol: picomol

PP1 B: fosfatase 13

g-PCR: Real-time polymerase chain reaction

RAS: sistema renina-angiotensina

RE: receptores de estrogénio

REN: reticulo endoplasmatico

REa: receptor de estrogénio do tipo a

RE: receptor de estrogénio do tipo 3

RNA: acido ribonucléico

RNAmM: RNA mensageiro

ROS: espécie reativa de oxigénio

RTEF-1: transcription enhancer factor-1 — related factor
SERMs: moduladores seletivos dos receptores de estrogénio
SKHepl: células derivadas de adenocarcinoma hepatico humano
SP-1: proteina de especificidade 1

Sp3: proteina de especificidade 3

SPN: polimorfismos de nucleotideo Unico

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

TR: receptor tireoideano

TRE: elemento responsivo ao horménio tireoideano
UFRJ: Universidade Federal do Rio de Janeiro

UFRRJ: Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
UDP: glucuronosil transferase
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1. INTRODUCAO
1.1 Estrégenos

Os estrogenos sdo hormdnios sintetizados nos ovarios, testiculos e glandulas adrenais.
Derivados do colesterol, a estrutura destes € formada por um nucleo esteroidal constituido por
dezoito moléculas de carbono. Os estrégenos endogenos incluem o 17 B-estradiol (E2), a
estrona (E1) e o estriol (E3), sendo o estradiol o principal estrogeno secretado pelos ovarios
(Gruber et al., 2002). Sistema nervoso central, tecido adiposo e prostata também sdo algumas
das regides que sintetizam estradiol.

Os estrgenos sdo formados a partir do colesterol, que se liga a receptores
lipoprotéicos e é captado por células esteroidogénicas, sendo levado aos sitios de sintese de
esteroides (Nelson et al., 2000). Diferentes hormonios esterdides sdo sintetizados pela
clivagem da cadeia lateral que se projeta do anel D do colesterol, reduzindo o nimero dos
atomos de carbono de 27 para 18. Este processo intercorre nas mitocondrias de tecidos
produtores de hormonios esterdides, sendo que, o passo limitante na producdo destes
esterdides é a transferéncia do colesterol do citosol para a membrana interna mitocondrial
(Nelson et al., 2000). As reacdes de hidroxilacdo e oxigenagdo ocorrem durante a biossintese
de esterdides e sdo catalisadas por oxidases de fun¢do mista (citocromo P450 mitocondrial),
que utilizam NADPH e O, (Nelson et al., 2000).

O ultimo passo no processo de formacdo de estrogenos é a aromatizacdo. Esta é
catalisada pelas aromatases do complexo enzimatico citocromo P450 (CYP450), que
funcionam como desmetilases e se encontram no reticulo endoplasmatico liso (Gruber et al.,
2002). Essa etapa converte testosterona em estradiol, androstenodiona em estrona e 16a-
hidroxiestrona em estriol (Meinhardt e Mullis, 2002), como demonstrado na figura 1.

As células da teca e as células granulosas dos ovarios sdo fontes primérias de
estradiol. As células da teca secretam andrdgenos, que se difundem para as células granulosas
onde, sob acdo das aromatases, sdo transformadas em estrogenos. A estrona e o estriol sdo
sintetizados no figado e nos ovarios a partir do estradiol (Gruber et al., 2002 e Klaassen,
2001).

Por suas caracteristicas hidrofébicas, os horménios esterdides sao transportados por
proteinas carreadoras especificas dos 6rgaos produtores até seus respectivos tecidos alvos e
passam para 0 meio intracelular por difusdo simples onde se ligam aos receptores nucleares
(Gruber et al., 2002).

Cerca de 2 a 3 % do estradiol total é encontrado livre no plasma. Este se liga de modo
reversivel a uma B-globulina, ligante de hormonios esterdides, e com menos afinidade a
albumina (Gruber et al., 2002).

De acordo com Blom e colaboradores (2001), os estrégenos sdo metabolizados por
sulfotransferases (sultacdo) ou pela UDP- glucuronosil transferase (glucuronidacéo), e os
conjugados sao excretados pela bile e na urina. A hidrdlise desses conjugados pela microbiota
intestinal possibilita a reabsor¢do do estrogénio, resultando em uma recirculagdo entero-
hepatica.
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Figura 1- Biossintese de Estrogenos (Adaptado de Katzung, 1998 e Gruber et al., 2002). Androstenediona e
testosterona sdo o0s precursores obrigatérias de estrégenos. A aromatase do complexo enziméatico citocromo
P450 catalisa a conversdo de estrogenos e converte testosterona em estradiol, androstenodiona em estrona e 16a.-
hidroxiestrona em estriol. Neste processo trés moléculas de NADPH sdo utilizados.

1.2 Mecanismo de Ac¢éo do 17p-Estradiol

Por apresentar caracteristicas lipofilicas e baixo peso molecular, o 17p-estradiol
atravessa facilmente a membrana celular (Osterlund e Hurd, 2001). Este exerce suas agdes
bioldgicas, que podem ser gendmicas e ndo-gendmicas, através de sua interagdo com seus
receptores. A ligacdo do E2 com seu receptor desencadeia mudangas conformacionais que
regulam sua atividade, sua interagdo com outras proteinas e com o DNA (Katzenellenbogen,
2000).

Os receptores de estrogenos (RE) inicialmente descritos foram o receptor de estrogeno
a (REa) e o receptor de estrégeno B (REP), que pertencem & superfamilia dos receptores
nucleares (Prossnitz e Barton, 2011). Esses sdo receptores intracelulares e possuem varias
propriedades em comum, tais como: a localizacdo nuclear e a ligacdo a sequéncia especifica
de DNA (Matthews e Gustafsson, 2003). A definicéo classica de que os ERs estdo presentes
somente no citoplasma mudou, j& que foi demonstrado que os receptores ERa ¢ ER também
podem estar localizados na membrana plasmatica através de trés mecanismos: associacao
com a caveolina-1, interacdo com receptores de membrana (IGF-1R) e modificacdo pods-
translacional do receptor com &cido palmitico (Acconcia e Marino, 2011).

Nos ultimos anos, foi descoberto o receptor de estrégeno, acoplado a proteina G
(GPER), localizado na membrana plasmatica ou adjacente. Este esta envolvido com os efeitos
ndo-gendmicos do E2, sendo capaz de mediar as acdes deste horménio em varios sistemas,
como: sistema imunolégico, sistema nervoso, sistema renal, do sistema vascular, e o sistema
reprodutor (Prossnitz e Barton, 2011).
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O REa ¢ REP sdo codificados por genes diferentes, Esrl e Esr2 respectivamente, que
sdo encontrados em diferentes cromossomos (koehler et al., 2005). Estes genes codificam
variadas isoformas, e suas concentracdes nos tecidos definem as respostas ao hormonio
(Matthews e Gustafsson, 2003; Zhao et al., 2008; Dornstauder et al., 2001). Ja foram
descritas cinco variantes de REB: hERB1, hERB2, hERB3, hERB4 e hERB5 (Moore et al.,
1998). Outras substancias podem se ligar seletivamente aos REs, como fitoestrogenos e
moduladores seletivos dos receptores de estrogénio (SERMs) (Signoretti e Loda, 2001). Os
REs interagem com diversas proteinas correguladoras que se intercalam entre o receptor
ativado e a maquinaria transcripcional. Os complexos formados por REs - fatores de
transcricdo e proteinas coativadoras e co-repressoras - modulam a capacidade transcripcional
do gene. Estudos indicam que proteinas coativadoras possuem maior capacidade de aumentar
a atividade transcripcional dos REs, enquanto que as correpressoras interagem com receptores
agonistas ou antagonistas, e também competem com as proteinas coativadoras (Gruber et al,
2002).

Os receptores de estrogénio REa e RE apresentam padrdes de expressdo diferentes
nos diversos tecidos do corpo humano (Kuiper et al., 1996 e Mosselman et al., 1996). O REf
possui alta expressdo na préstata e ovario (Mosselman et al., 1996; Kuiper et al., 1997) e
expressdo moderada nos testiculos e Utero, tecidos estes que também expressam REa (Kuiper
et al., 1997). Os RE a e p também sdo expressos em células endoteliais e na musculatura lisa;
nos cardiomiaocitos e fibroblastos (Grohé et al., 1997).

No citoplasma, o receptor interage com proteinas cinase entre outras moléculas que
regulam a sinalizacdo celular e causam alteracGes rapidas no metabolismo, caracterizando o
efeito ndo-gendmico do E2. No nucleo, os ER atuam como fatores transcricionais capazes de
modular a transcri¢do génica, provocando efeito genémico conhecido também por mecanismo
de acdo classico do E2 (Cheskis et al., 2007).

Foi demonstrado que, os REa ¢ REP podem formar heterodimeros ou homodimeros,
tornando bastante complexa a defini¢do da sua funcéo, individual ou combinada, dentro da
célula (Herynk e Fuqua, 2004). A figura 2 resume os diferentes mecanismos de acdo do
estrégeno.
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Figura 2- Modelo de acdo do estrogeno (Adaptada de Deroo & Korach, 2006). (I) Mecanismo classico ou
gendmico: O estrégeno, ou SERMs, liga-se ao RE que é um fator de transcrigdo ativado por ligante, que regula a
transcricdo de genes alvos no nicleo pela interagdo com o elemento responsivo ao estrogénio (ERE). Essa a¢do
corresponde a uma sequéncia regulatéria nos genes alvos e com proteinas co-reguladoras recrutadas (CoRegs),
como coativadores; (11) Efeito do estrogénio rapido ou ndo gendmico: O efeito “ndo-gendémico” dos estrogenos
pode também ocorrer através do RE situado na membrana plasmética ou adjacente a esta, podendo requerer a
presenca de proteinas “adaptadoras” que direcionam o RE para a membrana. A ativacdo do RE de membrana
leva a uma rapida mudanga na sinalizacdo de moléculas celulares e a uma estimulagdo da atividade cinase, que
pode afetar a transcricdo génica; (I11) Outras proteinas ndo-RE ligantes, se associadas a membrana (EBPs),
podem também disparar uma resposta intracelular. (Adaptor: proteinas adaptadoras; EBP: proteinas da
membrana plasmatica que ligam estrogénos; ERE: “elemento de resposta ao estrogéno”; CoRegs: proteinas
correguladoras; MSRE: Moduladores seletivos do receptor de estrogeno; RE: Receptor dos estrogeno).

1.3 Efeitos do Estrdgeno

O estrogeno tem acdes em diferentes sistemas e 6rgédos, regulando diversos processos
fisiologicos em tecidos-alvo, principalmente em 6rgdos do sistema reprodutivo nos quais
desempenham importante papel na diferenciacdo sexual, na regulacdo da fertilidade e no
crescimento e desenvolvimento desses tecidos (Gruber, 2002).

Os estrogenos sdo agentes vasoprotetores naturais, pois protegem contra a
arteroesclerose e reduzem o ténus vascular da musculatura lisa (White et al., 1995). O papel
dos estrogenos na manutencdo da integridade Ossea é comprovado pelo aumento da
susceptibilidade a fraturas (osteoporose), que ocorre principalmente a partir da menopausa em
decorréncia da deficiéncia deste horménio. Além disso, os estrdgenos podem atuar no sistema
nervoso central (Naftolin et al., 1990 e Garcia et al., 1999) e na pele (Schmidt et al., 1996).

Estrogenos sdo ainda conhecidos como potentes agentes mitogénicos e regulam a
proliferacdo celular no Gtero e mama, entre outros orgaos-alvo (Kovacs et al., 2001).
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Os sistemas cardiovascular (Barret-Connor e Bush, 1991), esquelético (Migliaccio et
al., 1992), entre outros, sdo alvos de estrogenos enddgenos. Seus efeitos no sistema
cardiovascular serdo descritos a seguir.

1.4 Efeitos do estrégeno no sistema cardiovascular

O sistema cardiovascular de homens e mulheres apresenta diferencas bem
documentadas. Estudos epidemioldgicos mostraram diferencas marcantes entre machos e
fémeas sobreviventes a insuficiéncia cardiaca (Simon et al., 2001). As incidéncias de
hipertrofia do ventriculo esquerdo, infarto do miocéardio e doencgas coronarianas sdo menos
comuns em mulheres na fase pré-menopausa e 0 prognéstico para mulheres € melhor do que
para homens com Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (ICC) causada por doencas nao-
isquémicas (Simon et al., 2001). Em pacientes idosos, com niveis similares de estenose
adrtica, as mulheres apresentam a funcdo cardiaca mais preservada do que os homens
(Buttrick e Scheuer, 1992).

Os cardiomidcitos expressam receptores de estrdgenos do tipo o e B, responsaveis
pelos efeitos diretos deste horménio no coracdo (Grohé, et al.,1997).

Efeitos do 17B-estradiol (E2) no sistema cardiovascular tem atribuido a este um papel
cardioprotetor. Estudos demonstraram efeito benéfico deste hormdnio sobre o metabolismo
de lipideos e a formacdo de placas de ateroma na parede das artérias (Hong et al., 1992;
Adams et al., 1990), além de efeitos diretos na musculatura cardiaca. No metabolismo
lipidico a acdo do E2 se da através da diminuicdo da lipoproteina de colesterol de baixa
densidade (LDL) e o aumento dos niveis plasmaticos de colesterol de lipoproteina de alta
densidade (HDL), promovendo vasodilatacdo coronéria, melhorando os niveis plasméticos de
insulina e 0 metabolismo da glicose (Pelzer, et al., 1996). O E2 estimula a liberacdo de éxido
nitrico, através da estimulagdo da oxido nitrico sintase, o que confere a este efeito
vasodilatador (Jiang et al., 1991 e Lantin-Hermoso et al., 1997)

Estudos demonstraram que o tratamento com estrégeno evita a apoptose e a necrose
das células cardiacas e endoteliais. O estrogeno também atenua a hipertrofia cardiaca
patoldgica e pode ter grande beneficio no envelhecimento, como um agente anti-inflamatorio
(Nickenig et al., 2000). A angiotensina Il (Ang Il) induz a hipertrofia cardiaca e fibrose no
seres humanos. O E2 pode modular a acdo deste horménio e seu efeito trofico sob o
miocardio. Assim uma diminuicdo ou a perda de estrogénio promove 0 aumento da
angiotensina Il e consequentemente, a fibrose (Zhou et al., 2007 e Pedram et al., 2010). Além
disso ele é capaz de diminuir a expresséo do receptor AT, (Nickenig et al., 2000).

A calcineurina é uma enzima chave envolvida no processo de hipertrofia cardiaca em
doencas cardiovasculares. Varios estudos demonstram que o0 estrogeno aumenta a degradagéo
da calcineurina através de uma via dependente do RE, e esta via parece ser ativada somente
por ERP (Pedram et al, 2008;. Donaldson et al., 2009). Perda de calcineurina inibe a
sinalizacdo do fator de transcricdo, NFAT, que é o principal alvo da calcineurina, o que
sugere que esta pode ser a principal via de inibicdo da hipertrofia por E2 (Pedram et al, 2008
e Donaldson et al., 2009). Em geral, tem sido observado que a ac¢do do estrégeno, além de
atenuar a hipertrofia cardiaca, tem efeitos positivos sobre o remodelamento cardiaco.

No coracdo o E2 parece ter um efeito inibitorio sobre a expressdo e ativagdo de
metaloproteinases (MMP), enzimas que degradam os componentes da matriz extracelular,
reduzindo a fibrose no miocardio (Mahmoodzadeh et al.,, 2009). Mahmoodzadeh e
colaboradores (2009) observaram a diminuicdo da expressdo da metaloproteinase 2 (MMP-2)
em ratas, por um efeito ndo gendmico, mediado por sinalizagdo rapida de ERa envolvendo
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MAP quinase e ERK 1/2 por fosforilar EIk1, que atua como um repressor de transcricdo de
MMP-2.

Uma série de estudos indicam ainda que o estrogénio pode afetar diretamente as
mitocdndrias do tecido cardiaco. Além da sua presenca nos nucleos e membrana plasmaética,
REa e REPB também se localizam nas mitocondrias de alguns tipos celulares, tanto em machos
quanto em fémeas (Yang et al., 2004). O E2 tem efeitos cardioprotetores apos a lesdo, sendo
tal efeito atribuido por sua acdo nas mitocéndrias (Yang et al., 2004).

Dano mitocondrial € um evento crucial na patogénese da lesdo celular isquémica
promovendo morte celular por apoptose (Yang et al., 2004). Evidéncias recentes sugerem que
a apoptose no coracdo isquémico pode ser desencadeada por liberagcdo de citocromo c das
mitocondrias, conduzindo a ativacdo de caspases (Yang et al., 2004). O tratamento com E2
impediu a liberagdo de citocromo ¢ das mitocondrias de células cardiacas, induzida por alto
teor de calcio, mostrando que, em concentracfes fisiologicas, os estrogenos ndo afetam a
funcdo respiratoria mitocondrial. Este pode ser um dos mecanismos atraveés do qual este
horménio preserva a viabilidade das células do miocardio apds isquemia ou reperfusao.
(Morktinien¢ et al., 2002). O E2 reduziu a apoptose apds hipdxia e reoxigenagdo atenuando a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pela inibicdo da fosforilacdo de p53 e
translocagdo para a mitocondria (Liu et al., 2011).

A ativacdo do GPER com um agonista seletivo reduziu o tamanho do infarto cardiaco
e melhorou a recuperacdo funcional em modelo de Langendorff. Este receptor ativa Akt e
ERK 1/2, semelhante ao ERa (Simoncini et al., 2000). Parece que, tanto REa quanto REB
ativam PI3K e Akt, proteinas envolvidas na cascata de sinalizacdo anti-apoptotica no coragdo
de camundongos fémeas (Wang et al., 2009).

O 17B-estradiol modula a eletrofisiologia e a funcdo cardiaca (Capasso et al., 1983).
Na literatura é descrito que a ocorréncia de fibrilagdo atrial € menor em mulheres e diferencas
nos parametro eletrocardiograficos sdo observados entre os sexos. As mulheres apresentam
maior frequéncia cardiaca em repouso, maior duracdo do intervalo QT e menor dispersdo de
QT se comparadas aos homens (Larsen et al., 1998; Bailey et al., 2002; Peter et al., 2004).
Vaérios estudos indicam que o E2 pode prevenir arritmias por efeitos diretos sobre a
eletrofisiologia cardiaca, modulando os niveis de varios canais i6nicos, ou ainda por seus
efeitos sobre as jun¢des comunicantes (Murphy e Steenbergen, 2014).

Ren e colaboradores (2003) fizeram um estudo com ratas ovariectomizadas no qual
observaram a diminuicdo da pressdo sistdlica, do débito cardiaco e da fracdo de ejecédo
associados a alteragOes na expresséo das isoformas o e 3 da cadeia pesada da miosina. Estas
alteracdes eram prevenidas nos animais que recebiam reposicao de E2.

A acéo inibitdria sobre a corrente de célcio do tipo L (Ica) seria uma das principais
responsaveis pela acdo antiarritmica do E2 (Meyer et al., 1998 e Nakajima et al., 1999).
Estudos demonstraram que o tratamento com E2 resulta na ativacdo de canais de potassio
sensiveis a ATP (Lee et al., 2000).

Estudos demonstram ainda que a Cx43 pode ser regulada pelos estrogenos e que a
auséncia do mesmo pode provocar danos e reducdo desta conexina, tdo importante no
acoplamento entre os cardiomiocitos. Alteracdes na expressao e na organizacdo das juncoes
comunicantes podem desencadear mudancas na condugdo elétrica e na contragdo das células
cardiacas (Dupont et al., 2001). A diminuicdo de Cx43 pode levar a heterogeneidade da
propagacao do impulso entre regides adjacentes do miocardio, aumentando a susceptibilidade
a arritmias (Severs et al., 2004). Pesquisas com ratas ovariectomizadas, sujeitas ao tratamento
com concentragdes fisioldgicas de estradiol, tiveram aumento da quantidade de Cx43 e o
tratamento com E2 aumentou a expressdo da mesma (Chen et al., 2010).

A figura 3 representa esquematicamente as vias pelas quais o estrogénio exerce seus
efeitos nos cardiomiocitos.
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Figura 3- Representacdo esquematica da acdo estrogénica nos cardiomidcitos (Konhilas, 2007).Tem sido
demonstrado que o estrogénio atua na sinalizacdo celular através de um certo nimero de vias. Na acdo gendmica
tradicional acredita-se que o estrogénio age através de receptores nucleares de estrogénio (ERs) que transativam
genes. Foi mostrado também que o estrogénio atua rapidamente através de mecanismos ndo gendmicos agindo
diretamente nos receptores de fator de crescimento ou o recrutamento de receptores de fatores de
crescimento.Além disso, o estrogénio pode se ligar e ativar ERs na membrana plasmatica, desse modo induzindo
cascatas de sinalizacéo intracelular. A ativacdo de genes através ERs pode ocorrer por trés mecanismos:(1) O
estrogénio pode formar complexos homo ou heterodimeros para transativar genes que contém elementos de
resposta de estrogénio (ERE), (2) O complexo estrogénio-ER pode ligar-se aos EREs através de cofatores
associados a proteina ativadora 1 / SP-1 local, e (3) ERs podem ser recrutados para EREs pelo complexo
ativador de proteina 1 na auséncia de estrogénio. eONS indica Oxido nitrico sintase endotelial; ERK1 / 2,
regulada por sinal extracelular quinase 1/2; JNK, quinase c-Jun N-terminal; ON, dxido nitrico; p38, p38 proteina
quinase ativada por mitdgeno; PKC, proteina quinase C; MAPK, proteina quinase ativada por mitdgeno; SP-1,
proteina de especificidade 1; e TRE, elementos TPA-responsivos.

1.5 Jungbes Comunicantes

O coracdo de mamiferos € um o6rgdo oco de parede muscular formado por quatro
camaras, dois atrios e dois ventriculos, constituidos basicamente por células miocardicas
acopladas entre si, por onde a atividade elétrica se propaga desencadeando a contracdo
cardiaca (Aires, 2008). A contracdo do coracao ocorre de forma coordenada em consequéncia
do acoplamento elétrico e mecanico eficiente dos cardiomidcitos que estdo conectados por
estruturas especializadas, os discos intercalares, que apresentam Gap-junctions ou juncdes
comunicantes (JC) (Severs, 2001). Essas juncOes, presentes nas membranas dos midcitos,
originam vias de baixa resisténcia entre as células o que faz com que o miocardio se comporte
como um sincicio funcional.



As juncgdes comunicantes (JC) sdo estruturas de contato na forma de canais presente
nas membranas celulares especializadas na troca de substancias, ou seja, na comunicacao
célula a célula. O acoplamento celular permite a difusdo passiva de moléculas com tamanho
inferior a 1kDa incluindo mensageiros secundéarios como o Ca®*, inositol fosfato,
nucleotideos ciclicos e ions (Hervé, 2004). Assim, estas juncdes possuem papel ativo no
ajuste de vias de transducédo de sinal e possibilitam um caminho direto para metabolitos que
medeiam a homeostase celular e ions que propagam sinais elétricos no coracéo e no sistema
nervoso central (Sosinsky e Nicholson, 2005).

Cada JC ¢ formada a partir de 2 hemicanais ou conexons justapostos, um em cada
célula adjacente. Cada canal é compostos por 6 unidades protéicas da familia das conexinas
(Cx), formando um poro aquoso (figura 4) (Kumar e Gilula, 1996). O conexon é constituido
por trés dominios funcionais: o dominio citoplasmatico formado pelas regibes amino e
carboxi terminal, o qual influencia o estado de abertura do canal; o dominio transmembrana,
que forma o canal e os dominios extracelulares, que sdo importantes no acoplamento das
conexinas e no reconhecimento célula-célula (Sosinsky e Nicholson, 2005).

Diversos tipos de células expressam variadas isoformas de conexinas constituindo
conexons homo-oligoméricos, compostos de conexinas similares. No entanto, conexons
hetero-oligoméricos podem ser formados por diferentes conexinas. E possivel ainda a
formacdo de canais homotipicos, constituido por dois conexons iguais, ou heterotipicos,
formados por dois conexons diferentes (figura 5) (Kumar e Gilula, 1996).

A composicdo especifica de conexina formando o conexon confere especificidade
para 0S mensageiros quimicos que irdo passar pelo canal. As jungdes apresentam
propriedades seletivas quanto a carga e ao tamanho do poro. Assim, juncdes heterotipicas e
homotipicas podem ter permeabilidade molecular distintas (Sosinsky e Nicholson, 2005). As
conexinas e as distintas juncBGes por elas formadas, apresentam um padrdo de expressao
distinto em diferentes tecidos onde desempenham papéis variados. Estudos demonstram que a
deficiéncia de uma determinada isoforma de conexina estd associada a diversas doencas
como: surdez hereditaria, catarata, doencas de pele e do coracdo, cancer e algumas formas de
neuropatias, (Saez et al., 2003).

Figura 4- Modelo topolégico das conexinas. A. Modelo topologico das conexinas. Os cilindros representam os
dominios transmembranares (M1-M4). As alcas entre o primeiro e segundo, bem como entre o terceiro e quarto
dominios transmembranares sdo extracelulares (E1 e E2, respectivamente), AC- al¢a intracelular, N- regido N-
terminal, C- regido C-terminal. B. Modelo dos dominios transmembranares de seis subunidades de conexinas
arranjados para formar o espaco hidrofilico (poro) do canal juncional. Figuras A e B retiradas de Kumar e
Gilula, 1996.
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Figura 5- Desenho esquemético dos possiveis arranjos dos conexons para formar canais juncionais. Os
conexons consistindo de seis subunidades de conexinas (vermelho e azul) sdo ilustrados em varias
configuragGes. Conexons podem ser homomeéricos (formados por seis subunidades idénticas) ou heteroméricos
(formados por mais de duas espécies de conexinas). Conexons cedidos por células adjacentes se associam para
formar o canal juncional. O canal pode ser homotipico (se 0s conexons sdo idénticos) ou heterotipicos (se 0s
dois conexons sdo diferentes). Figura retirada de Kumar e Gilula, 1996.

1.5.1 Regulacéo do acoplamento da juncdo comunicante

A disponibilidade dos canais e seus estados funcionais favorecem o grau de
acoplamento intercelular e pode ser modulada pela quantidade de proteinas sintetizadas pelo
reticulo endoplasmatico (REN) (Hervé et al., 2004). O REN possui ainda um sistema que
atesta a qualidade das proteinas que saem do mesmo verificando se estas estdo corretamente
montadas. No complexo de Golgi, proteinas podem ser transportadas para a membrana ou
redirecionadas aos lisossomos. As proteinas ja presentes na membrana podem ainda, quando
selecionadas, serem endocitadas retornando posteriormente para a membrana ou destinadas a
degradacdo (Hervé et al., 2004).

As conexinas, sintetizadas nos ribossomos do REN, podem ou ndo passar pelo
complexo de Golgi antes de chegar a membrana. Cada subunidade é formada por quatro
dominios transmembranares e sua organizacdo estrutural é alcancada quando ocorre a
integracdo destas subunidades a membrana do REN. A formacgdo do poro ocorre apés a
interacdo das subunidades prontas. As diversas combinacgdes ultrapassam o numero real de
diferentes subtipos de canais normalmente montados, 0 que sugere a existéncia de uma
regulacdo na montagem das subunidades (Herveé et al., 2004).

De fato a interacdo entre as isoformas é seletiva, assim a existéncia de sequéncias sinal
na cadeia polipeptidica permite a interacdo de conexinas que sejam compativeis. Esta
montagem pode ocorrer no RE ou no complexo de Golgi, e é necesséaria para a translocacéo
do canal @ membrana plasmatica. A translocacdo do canal ocorre por difusdo, em casos de
proximidade das membranas, ou através de vesiculas transportadas ao longo de microtibulos
e filamentos de actina (Segretain e Falk, 2004) conforme demonstrado na figura 6.
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Figura 6- Modelo esquematico representando o ciclo de vida de uma conexina. A sintese da cadeia
polipeptidica das conexinas ocorre no reticulo endoplasmatico, podendo ou ndo passar pelo complexo de Golgi.
Essas organelas também sdo os sitios de oligomerizagdo e formacdo de conexons. As proteinas formadas
incorretamente sofrem degradacdo em proteassomas, enquanto 0s conexons viaveis sdo destinados a membrana
através de vesiculas de transporte, processo que pode ser facilitado por microtibulos. Proteinas de adesdo e
proteinas ligadoras de conexinas parecem ter um papel na disposi¢do correta dos canais, que tendem a se
aglomerar e formar a placa juncional. Pela extremidade, conexons novos sdo inseridos, enquanto os canais
centrais eventualmente perdem a funcdo e sdo internalizados em estruturas formadas por bicamadas lipidicas
oriundas da membrana, chamadas de juncBes anulares. Posteriormente, estes sofrem degradagdo por
proteassomas e/ou lisossomas, sendo a meia-vida de uma conexina inferior a 5 horas. Adaptado de Segretain e
Falk, 2004,

1.5.2 Jungbes comunicantes no coragao

O coracdo humano expressa trés isoformas de conexinas: Cx40, Cx43 e Cx45, sendo
as Cx40 e Cx43 as principais conexinas desse 6rgao (Dhillon, 2014). A Cx 45 é expressa em
todo o coracdo. A Cx43 é encontrada no atrio e ventriculo de varias espécies sendo esta a
mais importante Cx do ventriculo. (Gourdie et al., 1991). A Cx40 tem um padrdo de
expressao mais restrito que a Cx43, e € expressa somente no miocardio atrial (dependendo da
espécie) e no sistema de conducdo atrio-ventricular como o feixe de His, os ramos do feixe
superior e inferior, as fibras de Purkinje e também na vasculatura (Gros et al., 1994). Esta
conexina é de fundamental importancia para a condugdo elétrica no atrio.

As juncdes comunicantes sdo especialmente importantes no acoplamento elétrico do
coragdo, pois através delas ocorre a passagem de corrente entre os midcitos. Cada tipo celular
presente no coracdo apresenta um padrdo de expressdo de conexinas, permitindo a
propagacdo coordenada do impulso elétrico e a contracdo em sequéncia das camaras
cardiacas (Gourdie et al., 1991). Os cardiomidcitos atriais, células menores e mais alongadas,
possuem discos intercalares também menores e menos elaborados que sdo formados,
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principalmente por Cx40, podendo haver co-localizagdo com Cx43 nas mesmas placas
juncionais. A conexina45 (Cx45) é encontrada tanto em atrios quanto em ventriculos, onde
sua expressdo é menor (Severs et al., 2004).

Os cardiomidcitos responsaveis por gerar e conduzir o impulso sdo estruturalmente
distintos das células ventriculares e atriais. Os midcitos do nodo sinoatrial, sitio de geracdo do
impulso, e os midcitos do nodo atrioventricular, sitio em que a velocidade do impulso é
reduzida antes de ser direcionada aos ventriculos, possuem poucas e dispersas juncoes
comunicantes formadas principalmente por Cx45, uma conexina que forma canais de baixa
conducdo in vitro (Severs et al., 2004).

J& o sistema de conducdo His-Purkinje na maioria dos mamiferos expressa em seus
cardiomidcitos, aléem da Cx45, a Cx40, cujos canais possuem caracteristica de alta conducéo.
Elas formam grandes e abundantes jun¢Ges comunicantes que estdo associadas a propriedade
de conducao rapida das fibras deste sistema, facilitando a distribuicao rapida do impulso para
as células de trabalho do miocéardio ventricular (Severs, et al., 2004).

Alteracbes na expressdo e na organizacdo das juncBes comunicantes podem
desencadear mudancas na conducdo elétrica e na contracdo das células cardiacas, e, assim,
estarem associadas ao desenvolvimento de arritmias cardiacas como, por exemplo, fibrilacdo
atrial (Dupont et al., 2001).

Aumento na transcricdo de Cx40 e diminuicdo da Cx43 foram observadas em
coragdes isquémicos que evoluiram para faléncia cardiaca (Dupont et al., 2001). Acredita-se
gue nesta situacao estaria ocorrendo um tipo de resposta compensatoria que poderia melhorar
a despolarizacdo do tecido de conducdo frente a diminuicdo da expressdo de Cx43, mas
também poderia levar a heterogeneidade da propagacdo do impulso entre regides adjacentes
do miocérdio, aumentando a susceptibilidade a arritmias. O mesmo pode ocorrer no atrio
diante de situacdes em que haja expressdo atipica da Cx40 (Severs et al., 2004).

Com o surgimento de animais geneticamente modificados em que a expressao de uma
conexina especifica era abolida, camundongos knockouts, surgiram novos caminhos para a
investigacdo do papel das conexinas no coracdo. Entretanto, alguns modelos sdo limitados
pelo fato de algumas conexinas serem essenciais durante o desenvolvimento. O primeiro
modelo de camundongo knockout demonstrou que a auséncia de Cx43 era compativel durante
a vida embrionéria, porém o animal morria logo apds o nascimento devido a obstrucdo da
artéria pulmonar. Essa anormalidade era adquirida no desenvolvimento resultante da
migracdo incorreta de células da crista neural (Sullivan et al., 1998). Outra pesquisa mostrou
os efeitos da falta da Cx43 nos cardiomidcitos apds o nascimento em animais knockout para
Cx43 somente no coracdo (Gutstein et al.,, 2001). Estes camundongos apresentaram
diminuicdo da velocidade de condugdo ventricular e arritmia ventricular espontanea, sendo
letal com dois meses de idade, evidenciando que a Cx43 seria mais essencial para a funcéo do
ventriculo maduro do que para 0 neonato, no qual pequenas quantidades de Cx45 ainda
presentes seriam aparentemente capazes de manter a propagacdo do impulso (Gutstein et al.,
2001).

O animal knockout para Cx45 ndo sobrevive apds o décimo dia de vida embrionaria,
demonstrando que a expressdo desta conexina € vital durante o desenvolvimento (Kruger et
al., 2000). Ja o knockout para a Cx40 mostrou-se compativel com a vida, porém apresentou
reducdo da velocidade do impulso elétrico atraves do sistema de conducdo atrio-ventricular
(Simon et al., 1998 e Kirchhoff et al., 1998). A capacidade residual do sistema His-Purkinje
de suportar a conducdo na auséncia da Cx40 foi atribuida & presenca da Cx45.

Camundongos knockouts heterozigotos para a expressdo da Cx43 (Cx43*)
apresentam reducdo de 38% na velocidade de conducdo ventricular, enquanto nenhuma
alteracdo foi observada na propagacéo elétrica atrial (Thomas et al., 1998). Este fato indicou
que a Cx43 possui importante papel na conducgdo intercelular de corrente nos midcitos
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ventriculares, e que, a presenca da Cx40 no atrio seria capaz de prevenir o desenvolvimento
de um fenotipo de conducgdo alterado, mesmo quando a expressdo da Cx43 esta reduzida a
metade (Thomas et al., 1998). Assim, as juncdes formadas pela Cx40 parecem ser as
principais responsaveis pela conducéo elétrica no atrio.

1.6 Conexina40 no coracao

As juncBes formadas pela Cx40 parecem ser as principais responsaveis pela conducéo
elétrica no atrio. A regulacdo da Cx40 na coordenacdo da contracdo cardiaca teve sua
importancia confirmada a partir da utilizacdo de camundongos knockouts em Conexina40
(Cx40™). Em 1998 dois estudos avaliaram os parametros eletrocardiograficos desses animais.
Quando comparados com animais selvagens, os camundongos knockouts para Cx40
apresentavam mudancas na velocidade de conducdo atrioventricular. O intervalo PR
(equivalente ao tempo entre o inicio da despolarizacdo atrial e inicio da despolarizacdo
ventricular) foi, em média, 21% mais longo nos knockouts que nos animais selvagens ou
heterozigotos (Simon et al., 1998 e Kirchhoff et al., 1998). Posteriormente, Verheule e
colaboradores (1999), observaram que em camundongos Cx40” a conducdo do impulso
elétrico se encontrava alterada ndo s6 no sistema de conducdo atrioventricular, mas também
no atrio, mostrando reducdo na velocidade de conducdo de aproximadamente 30% nestes
animais, quando comparados aos selvagens. Estes estudos indicaram que a expressao de Cx40
é fundamental para a conducdo de impulsos elétricos nos atrios e no sistema de conducdo. Ja
os estudos em camundongos knockouts em Cx43 tém mostrado que a duracdo da onda P nédo é
afetada, sugerindo que a velocidade de conducéo atrial permanece inalterada o que indica que
a Cx43 ndo é o determinante principal para a conducdo do impulso atrial na presenca de
niveis normais de Cx40 (Eckardt et al., 2004). A co-expressao de Cx40 parece ser a maior
responsavel pelas propriedades de propagacdo entre auricula e o ventriculo e, podem
desempenhar um papel na génese da conducdo miocéardica lenta e arritmias (Lin et al., 2010).
A regulacdo da Cx40 é um processo complexo e preciso, dependente de diversos fatores, cuja
caracterizacdo demanda muitos estudos.

Alguns trabalhos descreveram, em niveis moleculares, sobre a regulacdo da Cx40 no
coragdo e 0s meios de regulacdo da condutancia do canal composto por Cx40. Um estudo,
utilizando cultura de celulas SKHepl (células derivadas de adenocarcinoma hepatico
humano), observou o aumento da conduténcia das jungdes compostas por Cx40 apos
fosforilagdo por PKA (van Rijen et al., 2000). A Cx40 também apresenta em sua estrutura,
além do sitio de fosforilagdo para PKA, sitios de fosforilacdo para PKC e PKG, cuja a
relevancia para o controle da atividade do canal ainda € pouco compreendida. Além desta
regulacdo por fosforilacdo, a defosforilacdo da Cx40 foi relacionada a conducdo atrial
defeituosa em camundongos que superexpressavam RTEF-1 (transcription enhancer factor-1
— related factor) no coragdo. Fato este que, por sua vez, aumenta a expressdo da proteina
fosfatase 1B (PP1 B), resultando na defosforilagdo das conexinas no coragéo, diminuigédo da
conducéo e arritmias (Chen et al., 2004). Da mesma forma que o animal knockout para Cx40,
no camundongo que superexpressa RTEF-1 é observado o prolongamento do intervalo PR e
arritmias atriais.

Outros estudos, realizados em cultura de células isoladas de ventriculo de rato,
demonstram a atuagdo, ou a aparente ndo participacdo, de alguns fatores no controle da
expressao da Cx40 (Salameh et al., 2006). A estimulacdo das células com diferentes
concentragdes de agonistas o e B-adrenérgicos ndo foi capaz de modificar a expressdo da
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Cx40 (Salameh et al., 2006), e da mesma forma, concentracGes variadas de Endotelina-1 (ET-
1) e Angiotensina Il (ANGII) ndo alteraram a expressdo de Cx40 (Polontchouk et al., 2002).
No entanto, a participacdo de outros fatores do sistema renina-angiotensina (RAS) ndo podem
ser excluidas, uma vez que, em animais que superexpressam no coracdo algum desses fatores
como a enzima conversora de angiotensina do tipo 2 (ECAZ2), enzima conversora de
angiotensina 1 (ANGI) e também a angiotensina 1-7, apresentam problemas de condugéo,
distarbios de ritmo, taquicardia ventricular sustentada e alta incidéncia de morte subita,
provocados, pelo menos em parte, pela reducéo da expressdo das proteinas juncionais Cx40 e
Cx43 (Donoghue et al., 2003). Porém, nao se sabe se esse fendtipo é devido ao aumento dos
niveis de angiotensina 1-7 ou pela diminuicdo dos niveis de ANGII, ja que haveria menos
ANGI disponivel para ser convertida em ANGII.

Sabe-se também que a expressao da Cx40 pode ser temporal e espacialmente regulada
através da interacdo de fatores transcricionais com sequéncias especificas de DNA presentes
na regido regulatéria do gene. A comparacdo entre 0s genomas de humano e camundongo
permitiu a identificacdo de sequéncias conservadas entre as espécies, incluindo as regibes
responsaveis por direcionar a atividade promotora da Cx40 (Teunissen e Bierhuizen, 2004).

Para o estudo da regido promotora da Cx40, linhagens celulares de cardiomidcitos e
masculo liso tém sido usadas com o objetivo de identificar quais fatores sdo capazes de
modular a expressdo génica. Seul e colaboradores (1997), em um estudo utilizando cultura de
células BWEM (linhagem derivada de cardiomidcito de rato embrionéario), identificaram uma
sequéncia que pode corresponder a um elemento negativo, cuja funcédo é reprimir fortemente
a atividade promotora, no entanto, os fatores transcricionais que com ele interagem sao
desconhecidos (Seul et al., 1997). Foi verificada ainda a existéncia de cinco sitios Sp1/Sp3 na
regido promotora da Cx40, que permitem igual interacdo dos fatores Spl e Sp3 a fim de ativar
a regido promotora da Cx40 (Teunissen et al., 2002).

Outros fatores estimuladores foram identificados em trabalhos utilizando animais
geneticamente modificados. Entre eles, o Hf-1b também chamado Sp4, demonstrado pela
reducdo da expressdo de Cx40 e localizacdo incorreta dos canais por ela formados no modelo
de animal deficiente na expressdo do fator Sp4 (Nguyéfi-Tran et al., 2000). Foi observado
ainda que, animais que apresentam a superexpressao de um mutante de Nkx2.5 ou a
expressdo em heterozigose de Thx5 possuem diminui¢do dos niveis de RNAm e proteina de
Cx40 (Kasahara et al., 2001; Bruneau et al., 2001). Estes fatores transcricionais podem operar
sozinhos ou sinergicamente de modo a ativar o promotor da Cx40 (Bruneau et al., 2001). O
sitio no DNA para interagdo do fator Thx5 permite ainda a interacdo de outros fatores
ativadores e inibidores da mesma familia, como o fator transcricional inibidor Thx2 expresso
no coracdo (Teunissen e Bierhuizen, 2004).

Os fatores transcricionais Spl e Sp3 s@o ubiguamente expressos em mamiferos e
diferentes tipos celulares, assim, juntamente ao complexo RNA polimerase, devem prover a
expressao basal da Cx40 nestes tipos celulares (Bierhuizen et al., 2000). J& Nkx2.5 deve
servir como ativador da expressdo da Cx40 no coracdo, j& que interferéncia na expressao
desse fator reduz os niveis da proteina Cx40 cardiaca (Teunissen e Bierhuizen, 2004).

Além de Nkx2.5 e Tbx5, GATA4, um outro fator especifico de células musculares, se
faz importante na regulacdo da Cx40. A delecdo de porcbes da sequéncia correspondente a
regido promotora do gene da Cx40, tornou possivel a identificagdo dos elementos minimos
para atividade transcricional. Ensaios de co-transfeccdo demonstraram que, associados a esses
elementos minimos, os fatores NKx2.5 e GATA4 foram capazes de ativar a transcri¢do, ao
passo que Thx5 reprimiu a mesma (Linhares et al.,2004).

Estudos observaram o aumento da expressdo da Cx40 na fibrilacdo atrial (FA), em
pacientes e em modelo de rato induzido a ritmo cardiaco ndo sinusal (Polontchouk et al.,
2001). Alguns tipos de fibrilacdo atrial estdo associadas a um quadro inflamatério, no qual se
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observa a presenca de citocinas inflamatorias, entre eles o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a). Um estudo observou a importancia deste fator na regulagdo da Cx40, ao utilizar um
animal geneticamente modificado que superexpressa TNF-a somente no coragdo. Os animais
apresentaram diminuicdo da expressdo da Cx40, o que explica, em parte, as anormalidades
nas conducdes atrioventriculares e arritmias atriais (Sawaya et al., 2007).

O Ca*" parece ser também um fator de regulacéo adicional para o remodelamento da
Cx40 em FA. Dados de um estudo com humanos sugerem que o Ca** extracelular pode atuar
através de receptores de sensor de calcio aumentando a transferéncia de Cx40 do Complexo
de Golgi para a membrana plasmatica e melhorando o acoplamento funcional. No tecido
atrial de pacientes com FA as gap-junctions parecem estar preferencialmente incorporadas na
fronteira lateral da célula, isso poderia contribuir para o substrato arritmogénico em FA
(Dhein et al., 2008).

Estudos mais recentes com humanos sugerem que niveis reduzidos de Cx40 e a
heterogeneidade da sua distribuicdo (em relacdo a Cx43) sdao comuns em fibrilagdo atrial (FA)
crbnica ou paroxistica (Gemel et al., 2014).Varios mecanismos provavelmente levam a
reducdes de Cx40 funcional em jungbes comunicantes atriais e contribuem para a patogénese
da FA em diferentes pacientes, o que suporta a hipotese de que as mudancas na distribuicao
de Cx40 estdo envolvidas no remodelamento elétrico e contribui para a fibrilagdo atrial
sustentada.

MutagOes no GJA5, gene que codifica a Cx40, podem predispor o coracado a fibrilacéo
atrial idiopatica, ao alterar a montagem do canal juncional ou acoplamento elétrico (Gollob et
al., 2006). Mutagdes neste gene ja foram identificadas em pacientes com FA (Patel et al.,
2014).

Estas mutacGes aparentemente contribuem para a FA através da reducdo de canais
funcionais de Cx40 por mecanismos que podem incluir alteracbes como perda de funcdo do
canal, trafico de Cx40 prejudicado ou ainda aumento da degradacdo de Cx40 (Patel et al.,
2014). Sun e colaboradores (2013) descreveram uma mutagdo em GJA5 identificada em uma
familia chinesa com FA isolada. Este mutante ndo formou canais de jun¢des comunicantes
funcionais e prejudicou seu funcionamento quando co-expresso com Cx40 ou Cx43. Outro
efeito relacionado a linhagem germinativa mutante foi a inibicdo seletiva da funcdo da
Conexina43. Estes resultados indicam que as mutagcdes germinativas em GJA5 sdo
susceptiveis de prejudicar a funcdo das jun¢ées comunicantes no atrio e contribuir para a FA.

O promotor da Cx40 contem variados polimorfismos de nucleotideo Unico (SPN) que
tém sido associados & FA e outras doencas incluindo hipertensdo (Chaldoupi et al., 2012).
Estas variagcdes polimorficas podem causar diminuicdo de transcri¢es correspondentes e / ou
reducdo dos niveis de Cx40 (Wirka, et al., 2011).

Estudos anteriores que examinaram 0s niveis de conexina por immunoblotting em
atrios de pacientes com FA cronica chegaram a conclusdes conflitantes, incluindo o aumento
da expressdo de Cx40 (Polontchouk et al., 2001), reducdo de Cx40 (Nao et al., 2003), ou
diminuicdo da expressdao de Cx43 com mudangas na Cx40, que variavam de acordo com o
local da biopsia (Kostin et al., 2002). Evidéncias crescentes demonstram que a distribuicéo
tridimensional de jungGes comunicantes e a quantidade de suas isoformas constituintes séo
fatores determinantes da conducdo normal e do impulso elétrico em diferentes regifes do
coragdo, incluindo o miocardio atrial (Schaper et al., 2001). Assim, no atrio do cdo foi
encontrado aumento na proteina Cx43 apds estimulacdo rapida prolongada (Elvan, et al.,
1997), enquanto em um modelo semelhante de FA estudado em cabra, a quantidade de
RNAmM e proteina Cx43 manteve-se inalterada (Velden, et al., 1998).

A expressdo anormal de Cx40 esta intimamente relacionado com a suscetibilidade a
FA, e a normalizacdo da expressdo desta pode ser um caminho para tratamentos terapéuticos
bem sucedidos. Sarrazin e colaboradores (2007) mostraram que a administracdo oral de n-3
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acidos graxos poliinsaturados pode resultar em reducdo da suscetibilidade para FA induzida
em cdes. Essa protecdo contra FA foi principalmente relacionada a reducdo dos niveis de
expressao da Cx40.

Varios estudos indicam que a reducéo da incidéncia de diversas doencas em mulheres
na pré-menopausa ¢ atribuida a presenca de 17p-estradiol, considerado o estrogeno endégeno
mais potente e predominante (Prossnitz e Barton, 2011). Diante disso, nosso trabalho tem por
objetivo avaliar o papel do 17p-estradiol sobre a expressao génica da Conexina40 (Cx40) e
suas implicages na propagacdo da atividade elétrica cardiaca.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do 17p-estradiol sobre a expressdo génica da Cx40 e suas
implicacOes na propagacao da atividade elétrica cardiaca.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar a regulagéo do estrogénio sobre a expressdo do RNAm da Cx40, com doses
fisioldgicas e suprafisiologicas de BE, em experimentos in vitro utilizando cultura de
celulas imortalizadas da linhagem celular A7r5.

» Auvaliar a regulacdo do estrogénio sobre a expressaio do RNAm da Cx40 atrial, com
dose suprafisiologica de BE, em experimentos in vitro utilizando cultura de células
primarias de cardiomidcitos atriais de ratos neonatos.

» Investigar a regulacdo do 17p-estradiol sobre a regido promotora do gene da Cx40 em
experimentos in vitro utilizando técnica de transfeccéo transiente.

» Auvaliar a regulacdo do 17p-estradiol sobre a expressdo do RNAm da Cx40, in vivo, e
correlacionar com possiveis alteracGes eletrocardiograficas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cultura de células

A linhagem celular A7r5 (derivada de musculo liso adrtico de rato embrionario), foi
fornecida pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (codigo 0034). Estas células foram
mantidas em Dulbecco's modified Eagle's medium - DMEM- (Gibco), suplementado com
10% de soro fetal bovino (Gibco), 1 % de Penicilina e Streptomicina (Gibco), em estufa
umedecida (95 %), 5 % de CO, a 37° C.

3.1.1 Tratamento da linhagem celular com Benzoato de Estradiol

As células foram plaqueadas em uma placa de 12 pocos e apds 24 horas, ao atingirem
um estagio de aproximadamente 70 % de confluéncia, o meio de cultura foi substituido por
DMEM contendo 0,5 % de soro fetal bovino, e apds 3 horas foram tratadas com benzoato de
estradiol (Sigma-Aldrich) nas concentraces de 10 e 10° M por 24 horas. Ap6s o tratamento
as células foram lavadas com salina (NaCl 0,9 %) e em seguida incubadas com TRIZOL®
(INVITROGEN) para posterior analise do RNAm da Conexina40. Este experimento foi feito
em duplicata e repetido 3 vezes.

3.2 Cultura de células primarias de cardiomidcitos atriais de ratos neonatos

Dezesseis animais neonatos da linhagem Wistar foram eutanasiados por decapitacéo,
apos a eutanasia os coragdes foram excisados e com o auxilio de uma lupa atrios e ventriculos
foram separados. Inicialmente o tecido atrial foi submetido a uma dissociacdo mecéanica (com
0 auxilio de um bisturi), originando pequenos fragmentos, que foram lavados em salina, para
remocdo de células sanguineas. Posteriormente esses fragmentos foram submetidos a uma
dissociacdo enzimatica; sendo estes fragmentos incubados com uma salina contendo 0,01 %
de colagenase (Worthington, tipo II), durante 3 periodos de 5 minutos, a 37° C. A atividade
enzimaética foi entdo interrompida pela adicao de soro fetal de cavalo (Gibco). A suspens&o foi
entdo centrifugada a 1800 xg, o sobrenadante descartado e as células ressuspensas em meio
DMEM (Sigma -Aldrich MO, EUA) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Gibco), 1
% de Penicilina e Streptomicina (Gibco). Uma aliquota foi retirada para contagem de células e
em seguida aproximadamente 3 x 10° células/mL foram plaqueadas em laminulas
previamente colocadas em placas de 24 pogos e mantidas em estufa umedecida (95 %) 5 % de
CO, a 37°C (adaptado de Costa et al., 2000). No dia seguinte as células foram incubadas com

benzoato de estradiol (Sigma-Aldrich) 10° M no seguintes tempos 2, 4 e 8 horas e ap6s o
tratamento as células foram lavadas com salina (NaCl 0,9 %) e em seguida tratadas com
TRIZOL® para extragdo do RNA total para posterior analise do RNAm da Cx40.
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3.3 Transfeccao do segmento do promotor

Para a realizacdo deste ensaio, utilizamos o segmento -1190/+121 da regido promotora
da Cx40, subclonada no plasmideo pGl3-Basic (Promega), acima da regido codificante da
enzima Luciferase e denominada -1190/+121Cx40Luc (Linhares et al., 2004).

As células da linhagem A7r5 foram plaqueadas em placa de 24 pogos e ap0os 24 horas
ao atingirem o estagio de aproximadamente 70 % de confluéncia, foi realizado o ensaio de
transfeccdo transiente utilizando LipofectAMINE 2000 (Gibco), segundo o protocolo
fornecido pelo fabricante. Quinhentos nanogramas (ng) da construcdo do promotor da Cx40 (-
1190/+121Cx40Luc) foram adicionados a 100 uL. de DMEM sem soro contendo 50 ng do
vetor pRL-CMV (Promega) e 1 uL de LipofectAMINE 2000 e incubados a temperatura
ambiente por 30 minutos (Linhares et al., 2004). Apds a incubagdo, os 100 uL. do meio de
cultura contendo os complexos DNA/lipidio foram adicionados a cada po¢o da placa de
cultura. Vinte e quatro horas apos a transfeccdo as células foram tratadas com benzoato de
estradiol (10 M) por 24 horas. Trés horas antes do tratamento, 0 meio de cultura das células
foi alterado para DMEM contendo 0,5 % de soro fetal bovino. Apds este periodo, as células
foram lisadas utilizando Passive Lysis Reporter Buffer (Promega) para obtencdo do extrato
protéico a ser utilizado para analise da atividade da luciferase.

A andlise da atividade da luciferase foi realizada através da geracéo de luz medida por
30 segundos a temperatura ambiente no TD-20/20 Luminometer (Turner Designs), Apos a
adigdo de 100 uL do reagente de detecgdo Luciferase Assay Reagent Il (Promega). Apds a
quantificacdo da atividade da luciferase a reacao foi parada e a deteccdo da atividade da renila
foi iniciada simultaneamente pela adigdo de 100 pL do reagente Stop & Glo (Promega) ao
mesmo tubo. A normalizacdo dos extratos utilizados foi realizada através da atividade da
enzima renila sob o controle do promotor constitutivo CMV. Este experimento foi realizado
em triplicata e repetido 3 vezes.

3.4 Animais

Todos os animais destinados ao desenvolvimento deste projeto foram acondicionados
em biotério com temperatura (23+2 °C) e fotoperiodo (7:00-19:00 h) controlados, recebendo
racdo e agua ad libitum durante todo o periodo experimental. O cuidado com os animais foi
realizado de acordo com os principios do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
apoés a devida aprovacdo pelo comité de ética institucional (processo n° 347
CEUA/IBCCF/UFRJ).

3.4.1 Desenho experimental

Camundongos fémeas com aproximadamente 2 meses e meio foram submetidos a
ovariectomia bilateral (OVX) ou estresse cirdrgico (figura 7), e quinze dias apds este
procedimento os animais foram distribuidos em 4 grupos:

¢ Fémeas controle submetidas ao estresse cirurgico (FO).
+ OVX tratados com veiculo (OVX);
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+ OVX tratados com benzoato de estradiol - 2 pug (OVX+BE2).
¢ OVX tratados com benzoato de estradiol - 20 pg (OVX+BE20).

Apos 15 dias de tratamento os animais foram submetidos a andlise eletrocardiografica (figura
8). No dia seguinte, os animais foram eutanasiados por puncdo cardiaca precedida de
anestesia. O sangue foi coletado para posterior dosagem da concentracdo serica de E2, 0s
coracOes foram excisados, os atrios separados, pesados e armazenados para posterior
quantificacdo do RNAm da Conexina40 (g-PCR). O atero dos animais foi pesado e usado
como controle da eficiéncia da cirurgia. O comprimento da tibia foi usado para normalizar o
peso dos Orgaos.

Q Inicio do
N ¥’ tratamento ECG
2 meses
€ meio
l |
[ 15 dias 15 dias de tratamento |

]

Cirurgia OVX ou

Estresse cirdrgico .
0OVX Eutanasia

2BE
20 BE
FO

Figura 7- Esquema ilustrativo do modelo experimental. Descricdo no texto. FO- Falso-operado, OVX-
Ovariectomia; 2BE- 2 pg de benzoato de estradiol por Kg de peso corporal; 20BE- 20 pg de benzoato de
estradiol por Kg de peso corporal.

3.4.2 Ovariectomia e tratamento com benzoato de estradiol

Camundongos fémeas de Background genético hibrido de duas linhagens 129/Svj X
C57/BL6, com aproximadamente 2 meses e meio, foram anestesiadas com uma combinacéo
de cloridrato de dextrocetamina (Ketamin®, Cristalia) e cloridrato de xilasina (Xilasin®,
Syntec) (50 e 5 mg por kg de peso corporal (pc), respectivamente, diluidos em solucéo salina
0,9 % (v/v) pela via intra-peritoneal (ip). Ap6s o estabelecimento de um bom plano
anestésico, verificados pela auséncia de reflexos motores e protetores, os animais foram
submetidos a ovariectomia bilateral (OVX) ou apenas ao estresse cirargico (falso operado,
FO). O ciclo estral de todos animais foi acompanhado por citologia vaginal durante uma
semana antes da cirurgia, e os animais que nao ciclaram regularmente foram descartados do
experimento. Ao todo, foram utilizados 57 animais (FO n = 15, OVX n =12, OVX+BE2 n =
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13, OVX+BE20 n = 17). Quinze dias ap0s a cirurgia de OV X, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos:

I- FO - animais submetidos ao estresse cirdrgico, que receberam veiculo (etanol/DMSO oléo
de girassol, LIZA, Sdo Paulo, Brasil), sc, durante quinze dias. O ciclo estral deste grupo
continuou sendo acompanhado apos a cirurgia.

II- OVX - animais ovariectomizados tratados com veiculo (etanol/DMSO/6leo de girassol,
LIZA, Séo Paulo, Brasil) durante 15 dias, por via subcutanea (sc).

I11- OV X+Benzoato de estradiol (OVX+2BE) - animais ovariectomizados tratados com 2
ug/kg p.c. de benzoato de estradiol durante 15 dias, sc.

IV- OV X+Benzoato de estradiol (OVX+20BE) - animais ovariectomizados tratados com 20
ug/kg p.c. de benzoato de estradiol durante 15 dias, sc.

Apbds quinze dias de tratamento os animais foram submetidos a analise
eletrocardiografica (modelo adaptado de Faustino et al., 2012) No dia seguinte, 0s animais
foram pesados e em seguida eutanasiados por puncao cardiaca precedida de anestesia (uma
solucdo de cloridrato de dextrocetamina (Ketamin®, Cristalia) e cloridrato de xilasina
(Xilasin®, Syntec) ip nas doses de 100 e 5 mg/Kg de pc, respectivamente. Logo em seguida, 0
sangue retirado foi centrifugado a 800 xg por 15 minutos a 4° C e o soro foi armazenado a -
20° C para posterior dosagem das concentracdes sérica de E2. O coracdo dos animais foi
coletado e lavado em salina (NaCl 0,9 %) para a remocdo de sangue e coagulos. Em seguida,
atrios e ventriculos foram separados, pesados e armazenados a -80° C para posterior
quantificacio do RNAm da Cx40. A razdo entre a massa do Utero e o comprimento da tibia
foi utilizada como controle da eficiéncia da cirurgia.

3.4.3 Avaliacdo Eletrocardiografica

Dois dias antes da realizacdo das analises eletrocardiograficas, eletrodos foram
implantados no espaco subcutaneo préximo as regides axilares direita e esquerda, e na virilha
esquerda dos camundongos, apds anestesia com cloridrato de dextrocetamina (Ketamin®,
Cristalia) e cloridrato de xilasina (Xilasin®, Syntec) (50 e 5 mg por kg de pc).

Os registros eletrocardiograficos foram realizados nos animais ndo anestesiados, com
objetivo de evitar o efeito de anestésicos sobre a eletrofisiologia cardiaca.

Os eletrodos foram conectados a um amplificador diferencial e os registros foram
adquiridos digitalmente (amostragem de 1000 pontos/segundo) usando uma interface
analégica-digital da AD Instrument® conectados ao amplificador PowerLab 4/30 (Dunedin,
NZ) e com auxilio dos Software LabChart Pro® verséo 7.2 da mesma firma (Almeida et al.,
2009). Os impulsos elétricos foram adquiridos em frequéncia entre 1000-0,3 Hz e amplitude
com resolucdo de 16 bits. Registros de 3 minutos foram analisados com a finalidade de obter
0s seguintes parametros: frequéncia cardiaca e duracdo das ondas P e T, do complexo QRS e
dos intervalos PR e QT utilizando-se o Software LabChart Pro® versdo 7.2 (AD Instrument®,
Dunedin, NZ).

A figura 8 representa o registro de um camundongo fémea FO aos trés meses de idade.
Nesse registro a primeira deflexdo é positiva e representa a onda P referente a despolarizacdo
atrial esta é seguida por um longo intervalo denominado segmento PR, que corresponde a
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lenta conducdo do impulso elétrico do atrio para os ventriculos através do nodo
atrioventricular (NAV). O intervalo PR compreende a onda P e o segmento PR e indica o
tempo de propagacdo do impulso elétrico desde o inicio da despolarizacdo dos atrios até o
inicio da despolarizacdo ventricular. Em seguida ocorrem deflexes positivas e negativas
(complexo QRS) que representa a despolarizacdo ventricular. A ultima deflexdo positiva
observada corresponde a onda T, que representa a repolarizacdo ventricular (adaptado de
Almeida et al., 2009).

R

S
PR QT

0,.2mV

50ms

Figura 8 - Esquema representativo do registro eletrocardiografico de um camundongo fémea do grupo FO aos 3
meses de idade. A onda P, despolarizacdo atrial. Complexo QRS, despolarizagdo de ventriculo e, onda T,
repolarizacdo do ventriculo. O intervalo PR compreende a despolarizacdo dos é&trios até o inicio da
despolarizacdo ventricular, e o intervalo QT que corresponde ao tempo total de despolarizagdo e repolarizagéo
ventricular.

3.5- Andlise da Expressdo do RNAmM da Conexina40

3.5.1- Extracéo do RNA total

O RNA total dos atrios, assim como da cultura de células, foi obtido utilizando o
reagente TRIZOL (INVITROGEN), uma solucdo monofésica de fenol e isotiocianato de
guanidina. No tecido, foi adicionado 1 mL de TRIZOL, em seguida este foi homogeneizado
usando um processador Ultra-Turrax T25 basic (IKA Werke, Staufen, Germany) e incubado,
por 10 minutos, a temperatura ambiente. Para extrair o RNA total das células estas foram
lavadas com salina estéril e em seguida foi adicionado 500 puL de TRIZOL e incubadas, por
10 minutos a temperatura ambiente.
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Ap0s a incubacao foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio (Sigma-Aldrich) a cada uma
das amostras, e estas foram incubadas por 5 minutos, e entéo centrifugadas a 12000 xg por 15
minutos. A fase aquosa foi transferida para tubos tipo eppendorf, novos, e 0 RNA precipitado
com 0,5 mL de isopropanol (Sigma-Aldrich). As amostras foram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugadas por 10 minutos a 12000 xg. O precipitado de RNA,
resultante da centrifugagdo, foi lavado com 1 mL de etanol 70 % (Sigma-Aldrich), seco a
temperatura ambiente e solubilizado em agua tratada com DEPC (Sigma-Aldrich).

A concentracdo do RNA obtido foi determinada por espectrofotometria a 260 nm
(Sambrook et al., 1989) e sua integridade foi confirmada por visualizacdo do RNA em gel de
agarose 1 % em TAE 1x. As amostras contendo RNA integro foram armazenadas a -20°C
para posterior obtencdo do cDNA.

3.5.2 Transcricgao reversa

A reacdo de transcricdo reversa foi realizada utilizando a enzima Superscript 1l
(Invitrogen, USA) e oligo (dT) (PROMEGA, USA) em um volume final de 20 uL conforme o
protocolo do fabricante. Nesta reacdo 1 ug do RNA total de cada amostra foi incubado com
oligo(dT), dNTPs (10 mM de cada - dATP, dCTP, dGTP, dTTP- PROMEGA, USA) e agua
tratada com DEPC a 65°C por 5 minutos em um termociclador MWG Biotech-Primus. Foram
acrescentados a reagéo, tampéo first strand, 5 mM DTT e 50 U/uL da enzima Superscript Ill,
e incubados novamente a 42°C por 50 minutos. A reacdo foi finalizada incubando a 70°C por
15 minutos. O cDNA obtido foi armazenado a -20°C até a sua utilizacéo.

3.5.3 PCR em tempo real

O cDNA foi adicionado a uma placa de reagdo junto com uma mistura contendo 0s
iniciadores especificos, dgua deionizada autoclavada e tampdo SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, EUA), que contém 100 mM KCI, 40 mM Tris-HCI pH 8,4, 0,4 mM de
cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 50 U/mL Tag DNA polimerase, 6 mM MgCI2 ,
SYBR Green | e 20 nM fluoresceina. As amostras foram analisadas em duplicata.

A quantificacdo da expressdo dos genes foi realizada na maquina de Real-Time PCR
(Applied Biosystems, EUA), que detecta mudangas na concentracdo das amostras por
fluorescéncia. Apos desnaturagdo inicial a 50° C por 2 minutos e a 95° C por 10 minutos, as
reacOes de amplificacdo seguiram parametros especificos que estdo descritos na tabela 1. O
gene 3644 foi utilizado como controle interno nas reacdes de amplificacdo. Os seguintes
iniciadores foram usados: Cx40 direto 5° -CTCCAGTCACCATCTTGC- 3’ Cx40 reverso5’ -
AGAGCCTGAAGAAGCCAAC - 3’, 36p4 direto 5’- CCGAGGCAACAGTTGGGTA- 3’
364 reverso 5°- TGTTTGACAACGGCAGCATTT - 3°.

No presente trabalho, utilizamos o método de quantificacdo relativa das amostras que
descreve as mudancgas na expressao do gene alvo no grupo experimental em relagdo a
expressao do grupo controle, que foi considerado como 1. Os niveis relativos de RNAmM
foram determinados pela comparagdo do limiar (threshold) dos ciclos (Ct, do inglés cycle
threshold) de PCR entre os grupos. A normalizagdo pelo controle interno, cuja expresséo néo
se altera nas diferentes manipulagdes do estudo, foi feita subtraindo o valor do Ct do gene em
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estudo do valor do Ct do 364 ¢ esses valores obtidos foram submetidos a formula 2ACt
(Cordeiro et al., 2013) e em seguida as analises estatisticas.

Tabela 1- Condic¢bes da reacdo de PCR em tempo real para os iniciadores especificos.

Condicdes para a amplificacdo

Iniciadores Tecido Diluicdo do cDNA Ciclos

Desnaturacdo Duracdo Anelamento Duracgdo Polimerizacdo

Cx 40 cardiomidcito 1:50 40 95°C 157 59°C 30” 60°C 60”
Cx 40 AT7r5 1:8 40 95°C 15~ 59°C 30~ 60°C 60”
Cx 40 atrio 1:100 40 95°C 15~ 59°C 30~ 60°C 60”

3.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média. Para avaliar se 0s
dados seguem a distribuicdo normal, foi feito o teste de normalidade Shapiro-Wilk com o
software Past versdo 3.4 (disponivel em http://folk.uiono/ohammer/past/).

Para andlise de dois grupos experimentais foi utilizado o Teste t -Student e os
experimentos com mais de dois grupos foi feito o teste One Way ANOVA seguido pelo teste
de maltiplas comparacfes Student Newman-Keuls. Estas analises estatisticas foram realizadas
com o Software GraphPad Prism® versdo 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).
Diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da expresséo do RNAm da Conexina40 em cultura de células
imortalizadas (A7r5) tratadas com benzoato de estradiol

A analise da regulacdo do estrogénio sobre a expresséo do RNAmM da Cx40 foi
inicialmente realizada em experimentos in vitro utilizando cultura de células imortalizadas da
linhagem celular A7r5. Nestes experimentos, a cultura de célula foi tratada com benzoato de
estradiol nas concentragdes 10® e 10° M durante 24 horas. E a analise da expresséo do
RNAm foi realizada através da técnica de RT-PCR em tempo real.

Foi observado que a concentragdo 10® M de BE diminuiu os niveis de RNAm da
Cx40 em 5 % quando comparado as células tratadas apenas com veiculo, porém essa reducdo
ndo foi estatisticamente significativa. No entanto, quando as células foram incubadas com BE
na concentracdo 10° M, houve reduco significativa, em torno de 35 % nos niveis de RNAm
da Cx40em relacdo ao controle (p <0,0001), como demonstrado na figura 9. Esses resultados
demonstraram que doses elevadas de benzoato de estradiol regulam negativamente os niveis
de RNAm de Cx40 in vitro. Este experimento foi feito em duplicata e repetido 3 vezes.
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Figura 9 -Expressio do RNAm da Conexina40 em células A7r5 tratadas com BE10® e 10° M apés 24 h de
incubacdo.Os resultados sdo expressos em relacdo aos valores do grupo tratado com o veiculo, que foi
considerado igual a 1. Dados expressos como média + erro padrdo da média, ****p <0,0001 (vs veiculo).Teste
one-way ANOVA seguido de pos-teste Student Newman-Keuls.
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4.2 Efeito do benzoato de estradiol sobre a expresséo do RNAmM da Conexina40 em
cultura de células primarias de cardiomidcitos atriais de ratos neonatos.

Para analisarmos se 0 RNAmM da Cx40 atrial seria regulado pelo estrogénio in vitro,
cultura de celulas primarias de cardiomidcitos atriais de ratos neonatos foram tratadas com
benzoato de estradiol na concentracdo 10° M durante 8 horas. O RNAm da Cx40 foi avaliado,
através da técnica de RT-PCR em tempo real, apos diferentes tempos de incubacéo 2, 4 e 8
horas (figura 10).

Os resultados obtidos demonstraram que apds 2 horas de incubagdo as células tratadas
com BE 10°° M tiveram reducdo nos niveis de RNAm da Cx40 de 45 % em relacéo as células
tratadas apenas com o veiculo. Apds 4 horas de incubacdo a reducdo observada nos niveis de
RNAmM persistiu e foi em torno de 52 %. E apds 8 horas houve reducgédo de 40 % nos niveis de
RNAmM da Cx40 em relagdo ao grupo controle (p<0,05).0 controle sdo as células tratadas com
veiculo durante 8 horas. Esses resultados demonstraram que, a dose 10° M de BE é capaz de
reduzir os niveis de RNAm de Conexina40 em cultura de células primérias de cardiomiécitos
atriais de ratos neonatos a partir de 2 horas de incubacéo
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Figura 10- Expressdo do RNAm da Conexinad0 em cardiomidcitos atriais de ratos neonatos tratados com
BE10® M ap6s 2 h, 4 h e 8h de incubacio.Os resultados séo expressos em relagdo aos valores do grupo tratado
com veiculo, que foi considerado igual a 1. Dados expressos como média + erro padrdo da média,*p<0,05(vs
veiculo).Teste one-way ANOVA seguido de pds-teste Student Newman-Keuls.
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4.3 Ensaio de transfeccdo transiente da construcdo do segmento do promotor da Cx40, -
1190/+121 Cx40Luc, na linhagem A7r5 tratada com benzoato de estradiol

Apos verificarmos que altas doses de benzoato de estradiol é capaz de diminuir a
expressaio do RNAm da Cx40 em experimentos in vitro, experimentos de transfecgéo
transiente foram realizados com o intuito de investigar se essa regulacdo seria por acdo direta
do estrogénio na regido promotora do gene da Cx40.A abordagem sobre a influéncia do
estrogénio na atividade transcricional do promotor da Cx40 foi realizada atraves de
experimentos de transfecgéo transiente utilizando o segmento-1190/+121Cx40Luc (Linhares
et al., 2004) na linhagem A7r5. A analise das transfeccdes foi realizada 48 horas apds a co-
transfeccdo de 500 ng da construcdo -1190/+121Cx40Luce 100 ng do plasmideo controle
(CMV-pRL) e 24 horas ap6s a incubacdo destas células com benzoato de estradiol na
concentracéo 10° M.

Nossos resultados demonstraram que as células transfectadas com a construgdo -
1190/+121Cx40Luc quando incubadas com benzoato de estradiol (10° M) apresentam
reducdo de 16,6 % na atividade transcricional do seu promotor em relacdo as células
transfectadas com a mesma construcdo que foram tratadas apenas com veiculo (p<0,05),
figura 11. Esse resultado demonstrou que o benzoato de estradiol é capaz de inibir a atividade
transcricional do promotor da Cx40.

Atividade Relativa
da Luciferase

Figura 11- Células da linhagem A7r5 transfectadas com a construcgéo -1190/+121Cx40Luc e tratadas com BE na
concentracdo10® M durante 24 horas. Os dados foram normalizados pela co-transfeccdo com o plasmideo
controle (CMV-pRL). Os resultados sdo expressos em relagédo aos valores do grupo de células transfectadas com
-1190/+121Cx40Luc e tratadas com veiculo. Dados expressos como média * erro padrdo da média,* p<0,05.
Teste t -Student.

4.4. Acompanhamento do peso corporal e avaliagéo dos tecidos, cardiaco e uterino, apds
0 tratamento dos animais com benzoato de estradiol

Foram realizados experimentos in vivo com intuito de averiguar se 0 estrogénio seria
capaz de regular a expressao do RNAm da Cx40 in vivo e interferir na propagacéo do impulso
elétrico entre os cardiomidcitos atriais. Para tanto utilizamos camundongos fémeas que foram
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distribuidas em 4 grupos: fémeas controle submetidas ao estresse cirurgico (FO), OVX
tratadas com veiculo (OVX), OVX tratadas com benzoato de estradiol 2 pg (OVX+BE2),
OVX tratados com benzoato de estradiol 20 pg (OVX+BE20) por 15 dias.

Comparamos o peso corporal dos animais antes e ap6s o tratamento e observamos que
0s animais de todos 0s grupos experimentais tiveram aumento de peso significativo ao longo
do experimento (tabela 2).

Os animais do grupo FO (12 animais) apresentaram aumento de 6% de peso corporal.
No grupo OVX (11 animais) observamos aumento de 9 %, enquanto os grupos OVX+BE2
(10 animais) e OVX+BE20 (13 animais) apresentaram aumento de 9,2 % e 12,5 %,
respectivamente (p<0,05). No entanto, ao final do tratamento ndo observamos diferenca
significativa no peso corporal entre 0s grupos experimentais. Estes resultados demonstram
que o estrogénio néo influenciou o peso dos animais.

Atrio, ventriculo e Gtero dos animais foram pesados e normalizados pelo comprimento
da tibia (tabela 3). Ao compararmos o peso dos atrios entre os diferentes grupos experimentais
ndo observamos diferenca entre eles, assim como nenhuma diferenca significativa foi
observada ao compararmos o peso dos ventriculos desses animais tabela 3.

O peso do utero foi utilizado como indicativo de eficiéncia da cirurgia e do tratamento
dos animais. A média do peso do Utero no grupo OVX foi 63 % menor em relagdo ao grupo
FO indicando atrofia no Gtero destes animais, resultado tipico em animais ovariectomizados.
O grupo OVX+BE2 que foi ovariectomizado e tratado com 2 pg de BE foi capaz de
restabelecer o peso do Utero em relacdo a FO. O grupo OVX+BE20 apresentou aumento
significativo de 108,5 % em relacdo ao grupo FO indicando que a dose de BE de 20 ug foi
suprafisiologica e acarretou em hipertrofia no Utero destes animais.

Os grupos OVX e BE20 apresentaram também diferenca significativa quando
comparados ao grupo OVX+BE2. Esses resultados confirmaram a eficiéncia da cirurgia e
do tratamento, como indicado na tabela 3.

Tabela 2- Média do peso Corporal do animais no inicio e ao final do Tratamento.

Grupos Média de peso corporal (g)
Experimentais Inicio do tratamento Final do tratamento
FO (n = 12) 21,94 +0,35 23,29 + 0,32*
OVX (n=6) 21,49 +£0,43 23,22 + 0,39*
OVX+BE2 (n = 13) 20,93 + 0,53 23,14 £ 0,53*
OVX+BE20 (n = 10) 21,58 £0,25 24,21 £ 0,26*

Média do peso corporal (g). O n representa 0 nimero de animais por grupo. Dados expressos como média + erro
padrdo da média, sendo * p<0,05. Teste t -Student.
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Tabela 3- Média do Peso dos Tecidos de Camundongos Fémeas ap0s 15 dias de tratamento.

GRUPOS EXPERIMENTAIS
TECIDOS
FO OoVvX OVX + BE2 OVX +BE20
(n=12) (n=11) (n=10) (n=13)
g;‘crr:]‘; 0,00364 + 0,00036 0,0037 + 0,0002 0,00376 +0,00024 | 0,00343 +0,00023
Ve[‘g%:f)“'o 0,0541 + 0,0045 0,0569 + 0,0032 0,0544 + 0,0027 0,0539 + 0,0010
l(Jgt/i:q‘; 0,0448 + 0,0094 0,0165 + 0,0014%# 0,0475 + 0,0033 0,0034 + 0,0048*#

Média dos pesos corrigidos pelo comprimento da tibia (g/cm). Falso-Operadas (FO), Ovariectomizados (OVX),
OVX tratados com benzoato de estradiol - 2 pug - (OVX+BE2), OV X tratados com benzoato de estradiol - 20 g
(OVX+BE20).0 * indica que os grupos apresentaram diferencas significativas no peso do Utero quando
comparados ao grupo FO.O # indica que os grupos apresentam diferenca significativa quando comparados ao
grupo BE2. O n significa nimero de animais por grupo experimental. Dados expressos como média + erro
padrdo da média, sendo p<0,05.Teste one-way ANOVA seguido de pds-teste Student Newman-Keuls.

4.5 Avaliacdo eletrocardiografica de camundongos fémeas ap6s 15 dias de tratamento
com benzoato de estradiol

Com o objetivo de avaliar o comprometimento na conducdo entre os cardiomidcitos
atriais foi realizado o ECG e foram analisados parametros temporais como: duracdo da onda
P, do complexo QRS e onda T; e dos intervalos PR e QT. Além disso, foi analisada a
frequéncia cardiaca dos animais, conforme demonstrado na tabela 4 e ilustrado na figura 12.

Em relagdo a FC, o grupo OV X apresentou redugéo significativa em torno del3 % em
relacdo ao grupo FO. Ao compararmos a FC do grupo OVX com o grupo OVX tratado com
2ug de BE (OVX+BE?2) observamos que o tratamento com BE foi capaz de induzir aumento
na frequéncia cardiaca de 10 %, aumento similar foi observado quando animais
ovariectomizados foram tratados com 20ug de BE, 11,7 %. N&o observamos diferenca
significativa entre os grupos FO, OVX+BE2 e OVX+BE20 . Estes resultados demonstram a
importancia do E2 na manutengéo da FC, independente da dose.

Ao analisarmos a duracdo da onda P observamos que os animais do grupo OVX
apresentaram reducéo significativa de aproximadamente 21 % quando comparado ao grupo
FO, indicando diminuicdo no tempo de propagacdo do potencial de acdo entre o0s
cardiomiocitos atriais.

Ocorreu aumento significativo na duracdo da onda P quando animais
ovariectomizados tratado com 2ug de BE (OVX+BE2) foram comparados aos animais
ovariectomizados sem tratamento (OVX), esse aumento foi de 28,5 %. O tratamento com
20pg de BE da mesma forma causou aumento na duracao da onda P, 45 % (p <0,05).

N&o observamos diferenga na duracdo da onda P entre os grupos FO e OVX+BE2 e
apesar dos animais do grupo OVX+BE20 apresentarem aumento de aproximadamente 14 %
neste parametro quando comparado ao grupo FO, essa diferenca ndo foi considerada
significativa. Estes resultados demonstraram a importancia do estrogénio na duracdo da onda
P.
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Nenhuma diferenca estatistica foi observada nos outros parametros analisados,
indicando que o tratamento com E2 ndo influenciou esses parametros.

Tabela 4- Andlise Eletrocardiogréfica de Camundongos Fémeas apds 15 dias de tratamento.

i GRUPOS EXPERIMENTAIS
PARAMETROS FO OVvX OVX+BE2 OVX+BE20
(n=12) (n=11) (n=10) (n=13)
FC (bpm) 697,7 + 14,29 604,5 + 20,41* 665,2 + 2,04# 675,5 + 9,40#
Onda P (ms) 12,33+ 0,65 9,63 +0,63* 12,03 + 1,244 13,96 + 0,35#
Intervalo PR (ms) 32,13+ 0,88 32,66 + 1,14 31,91+ 2,69 35,04 + 0,77
Complexo QRS (ms) 8,98 + 0,43 9,58 +0,11 10,18 +1,12 9,86 + 0,23
Intervalo QT (ms) 29,32+ 0,75 27,91+ 1,27 30,56 + 1,71 30,50 + 0,67
Onda T (ms) 20,33+ 0,61 18,33 1,21 20,39+ 1,01 20,66 + 0,49

Parametros eletrocardiograficos de Camundongos Fémeas ndo anestesiadas ap6s 15 dias de tratamento. Falso-
Operadas (FO), Ovariectomizados (OVX), OV X tratados com benzoato de estradiol - 2 ug - (OVX+BE2), OVX
tratados com benzoato de estradiol - 20 pg (OVX+BE20). FC= Frequéncia Cardiaca; bpm = batimentos por
minuto; ms= milissegundos. O * indica que 0s grupos apresentaram diferenca significativa quando comparados
ao grupo FO. O # indica que houve diferenca significativa entre os grupos quando comparados ao OVX.Dados
expressos como média + erro padrdo da média, sendo p<0,05.Teste one-way ANOVA seguido de pés-teste
Student Newman-Keuls.

29




1 W |

100 ms

A Y S T S Y Y R A

100 ms

1

Figura 12- Eletrocardiograma representativo de camundongos fémeas ndo anestesiadas. A. Animal falso-
operado (FO). B. Animal ovariectomizado (OVX). C. OVX tratados com benzoato de estradiol - 2 g -
(OVX+BE2) e D. OVX tratados com benzoato de estradiol - 20 pg (OVX+BE20).

4.6 Avaliacdo da expressdo do RNAmM da Cx40 em camundongos fémeas apds 15 dias de
tratamento com benzoato de estradiol

Para avaliar se 0 RNAmM da Cx40 é regulado pelo estrogénio in vivo, foi analisada a
expressdo do RNAmM da Cx40 nos atrios dos animais apés 15 dias de tratamento através da
técnica de RT-PCR em tempo real (figura 13). Foram analisadas amostras de RNAm do atrio
de 6 animais por grupo experimental.

N&o observamos diferenca significativa na expressao atrial do da Conexina40 entre 0s
grupos FO, OVX e OVX+2BE. No entanto, os resultados demonstraram que 0s animais
ovariectomizados que receberam a dose de BE de 20 ug ao dia por 15 dias (OVX+BE20),
tiveram reducdo significativa de 35 % na expressio do RNAm da Cx40 em relagdo ao
controle (p<0,05). Estes resultados indicam que o benzoato de estradiol em altas
concentracdes € capaz de reduzir os niveis de expressdo do RNAm da Conexina40, in vivo.
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Figura 13- Expressdo do RNAm da Conexina40 no &trio dos animais apds 15 dias de tratamento. Foram
avaliados amostras de 6 animais por grupo experimental. Os resultados sdo expressos em relagdo aos valores do
grupo controle, FO, que foi considerado igual a 1. Os dados estdo apresentados como média + erro padréo da
média, * p<0,05 (vs grupo FO). Teste one-way ANOVA seguido de pds-teste Student Newman-Keuls.
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5. DISCUSSAO

O 17pB-estradiol (E2) é capaz de modular a eletrofisiologia e a funcdo cardiaca, e
seus efeitos sobre o sistema cardiovascular tem atribuido a este um importante papel
cardioprotetor (Hong et al., 1992; Adams et al., 1990).Estudos com ratas ovariectomizadas
demonstram que estas apresentam diminui¢do do débito cardiaco, da presséo sistolica e da
fracdo de ejecdo associados a alteragdes na expressao das isoformas o e 3 da cadeia pesada da
miosina, e essas alteracbes podem ser prevenidas se houver reposicdo de E2 (Capasso et al.,
1983; Ren et al., 2003).

A propagacdo da atividade elétrica no miocardio depende da transferéncia
intercelular de corrente, que ocorre via juncdes comunicantes (Gourdie et al., 1991).
AlteracOes na expressdo e na organizacdo das juncdes comunicantes podem desencadear
mudancas na conducdo elétrica e na contracdo das células cardiacas, e assim, estarem
associadas ao desenvolvimento de doengas cardiacas (Dupont et al.,2001). Estudos em
animais geneticamente modificados que ndo expressam a proteina Conexina40, camundongos
knockouts, indicaram que a expressdo desta conexina é fundamental para a conducgdo de
impulsos elétricos nos atrios e no sistema de conducdo(Simon et al., 1998; Kirchhoff et al.,
1998). As juncdes formadas pela Cx40 parecem ser as principais responsaveis pela conducédo
elétrica no atrio, com isto o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do estrogénio sobre a
expressdo da Cx40 e suas implicagcBes no acoplamento entre os cardiomidcitos atriais. Nosso
trabalho apresenta dados inéditos sobre a regulacdo da Cx40 mediante altas doses de benzoato
de estradiol in vitro e in vivo.

Para avaliar a regulagdo do estrogénio sobre a expressio do RNAm da Cx40 em
células imortalizadas da linhagem celular A7r5, estas foram incubadas com benzoato de
estradiol nas concentracdes 10 e 10°® M durante 24 horas.A dose 10°® M foi utilizada, porque
este valor se aproxima da concentra¢do média de estrogénio detectada em soro humano no
periodo pré-ovulatorio (ou seja, 2393 £+ 356 pmol / 1) (Polan et al, 1990) enquantolO'6 M
representou uma dose suprafisioldgica.

Observamos que as células incubadas com BE na concentracdo 10° M tiveram
reducdo significativa, em torno de 35%, nos niveis de RNAm da Cx40 em relacdo ao
controle,indicando que doses elevadas de benzoato de estradiol regulam negativamente o0s
niveis de RNAm de Cx40 in vitro.

Escolhemos utilizar uma linhagem celular derivada de musculo liso aortico de rato
embrionario, células A7r5. Estas linhagem responde ao tratamento com estrogénio (Cairrdo et
al, 2012), sendo empregadas em diversas pesquisas que envolvem avaliacdo do efeito do
estrogénio no sistema cardiovascular. Os receptores de estrogénio sdo encontrados em células
do musculo liso, artérias coronarias e células endoteliais (Gruber et al, 2002). Estas células
foram armazenadas em estufa com 10 % de soro fetal bovino e quando utilizadas no
experimento,usamos soro fetal bovino a 0,5 %, assim, as células se mantinham viaveis e as
influéncias hormonais do soro eram reduzidas(Faustino et al., 2012).

Para analisarmos se 0 RNAm da Cx40 no atrio seria regulado pelo estrogénio in vitro,
utilizamos cultura de células primarias de cardiomidcitos atriais de ratos neonatos. Estas
células foram incubadas com benzoato de estradiol na concentracdo 10° M em diferentes
tempos de incubacdo, 2, 4 e 8 horas, uma vez que, no experimento anterior, ndo observamos
efeito na concentracio de BE a 10 M.
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Apbs 2 horas de incubacéo, as células tratadas com BE 10° M apresentaram reducéo
significativa nos niveis de RNAm da Cx40 que persistiu nos tempos de 4 e 8 horas em relacao
as células tratadas apenas com o veiculo (fig. 9). Este resultado foi capaz de demonstrar que a
dose suprafisiolégica de BE, 10° M, reduziu os niveis de RNAm de Conexina40 em cultura
de células primarias de cardiomidcitos atriais de ratos neonatos a partir de 2 horas de
incubacéo.

Ap0s observarmos que altas doses de benzoato de estradiol eram capazes de diminuir
a expressdéo do RNAmM da Cx40 em experimentos in vitro, experimentos de transfecgédo
transiente foram realizados com o intuito de investigar se essa regulacdo seria por acdo direta
do estrogénio na regido promotora do gene da Cx40.

Nossos resultados demonstraram pela primeira vez que células transfectadas com a
construgdo -1190/+121Cx40Luc, quando incubadas com benzoato de estradiol (10° M),
apresentaram reducdo de 16,6% na atividade transcricional do seu promotor em relacdo as
células transfectadas com a mesma construcdo, que foram tratadas apenas com veiculo,
indicando que o benzoato de estradiol é capaz de inibir a atividade transcricional do promotor
da Cx40.

Para a realizacdo dos experimentos sobre a ativacdo da regido promotora da
Conexina40 pelo 17- B-estradiol, utilizamos um sistema de transfeccdo transiente conhecido
pelo nosso grupo. Em 2004, Linhares e colaboradores, através de ensaios de transfeccdo
transiente utilizando a linhagem celular A7r5, identificaram a sequéncia minima da regido
promotora do gene da Cx40 responsavel por sua ativacdo, assim como, alguns fatores de
transcricdo cardiaco-especificos que interagem com esta regido. A analise para a identificacdo
da presenca de sitios putativos foi realizada utilizando Genomatix Software
(www.genomatix.gsf.de) e identificamos a presenca de 3 sitios para ligacdo do RE (possiveis
sequéncias de elementos responsivos ao estrogénio, ERE). Embora seja necessaria a
realizacdo de novos experimentos sobre a regulacdo da expressdo génica, esses achados
sugerem que a modulagdo negativa que o 17-beta estradiol exerce sobre a ativagdo do
promotor do gene da Cx40 possa ser por interacdo do RE ativado as sequéncias especificas na
regido promotora deste gene.

Com base nos resultados encontrados nos experimentos in vitro, nosso grupo decidiu
realizar experimentos in vivo e avaliar se 0 estrogénio seria capaz de regular a expressdo
génica do RNAm da Cx40 e interferir no acoplamento entre os cardiomidcitos atriais e na
funcdo cardiaca, uma vez que,a expressdo de Cx40 é fundamental para a conducdo de
impulsos elétricos nos atrios e no sistema de condugdo cardiaco.

Para isso utilizamos camundongos fémeas que foram distribuidas em 4 grupos:fémeas
controle, submetidas ao estresse cirargico (FO), ovariectomizadas tratadas com veiculo
(OVX), OVX tratadas com a dose fisiologica de benzoato de estradiol, 2 pg (OVX+BE2),
OVX tratados com dose suprafisioldgica de benzoato de estradiol, 20 pug (OVX+BE20), por
15 dias (desenho experimental adaptado de Faustino et al., 2012).

O peso corporal dos animais foi acompanhado e avaliamos o0 peso dos tecidos cardiaco
e uterino. Os animais foram submetidos a analise eletrocardiografica e foi analisada a
expressao do RNAmM da Cx40 nos atrios destes animais.

Ao compararmos o peso corporal dos animais, antes e apds o tratamento, observamos
que todos 0s grupos experimentais tiveram aumento de peso significativo ao longo do
experimento. No entanto, ao final do tratamento ndo observamos diferenca significativa no
peso corporal entre 0s grupos experimentais, indicando que o estrogeno ndo influenciou o
peso dos animais.

A privagdo dos horménios ovarianos é relacionada com ganho de peso em ratas
(Vasconcellos et al., 2005). Apos a ovariectomia, 0 ganho de peso pode ter relacdo com a
supressdao dos horménios ovarianos, uma vez que, 0 estrogénio aumenta 0 consumo
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energético, diminuindo o peso corporal (Shimomuraet al., 2002; Guyardet al., 1991). Outros
trabalhos também verificaram aumento no peso corporal em animais ovariectomizados
(Fisher et al., 2000; Szabo et al., 2003). Por outro lado, Guyard e colaboradores (1991)
observaram que ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol ganhavam menos peso corporal
em relacdo aos seus controles. Neste caso, a ovariectomia aumentou o peso corporal dos
animais e a reposicdo com estradiol suprimiu este efeito, ou seja, o estradiol teve um efeito
hipofagico.

Faustino e colaboradores (2012) ndo observaram variagdo no peso corporal entre
camundongos apds ovariectomia e camundongos ovariectomizados tratados com doses
suprafisiologicas de benzoato de estradiol. Assim como Faustino e colaboradores (2012), n6s
avaliamos o peso corporal, ndo verificamos se havia maior adiposidade no grupo de animais
que foram ovariectomizados e ndo receberam tratamento com benzoato de estradiol.

O peso do utero normalizado pelo comprimento da tibia foi utilizado como indicativo
da eficiéncia da cirurgia e do tratamento dos animais. Os resultados confirmaram a eficiéncia
destes parametros. Os animais ovariectomizados (OVX) que ndo receberam reposi¢cdo com
BE apresentaram o Utero atrofiado. O grupo OVX+BEZ2, que foi ovariectomizado e tratado
com 2 ng de BE, foi capaz de restabelecer o peso do ttero em relacdo ao grupo controle (FO)
indicando que esta dose se aproxima da dose fisioldgica. O grupo OVX+BEZ20,
ovariectomizado e tratado com 20 ug de BE, apresentou aumento significativo no peso do
utero em relacdo ao grupo FO, demonstrando que a dose suprafisioldgica de BE acarretou em
hipertrofia no Gtero destes animais. Apesar de ndo termos dosado o estrogénio sérico nestes
animais, utilizamos este parametro que indicou a eficiéncia da cirurgia e do tratamento.

Na literatura € descrito que mulheres na pré menopausa tém menor prevaléncia de
hipertrofia cardiaca patoldgica do que homens da mesma idade. Fato este atribuido ao efeito
cardioprotetor do estrogénio (Agabiti-Rosei e Muiesan, 2002). O efeito do E2 reduz
eficientemente a angiotensina Il e endotelina 1, que induzem hipertrofia nos cardiomidcitos
(Pedram et al., 2005), além disso é capaz de diminuir a expressao do receptor AT(Nickenig
et al., 2000). Foi visto ainda que a terapia de reposicdo hormonal com E2 é capaz de reverter a
hipertrofia ventricular esquerda em mulheres na po6s-menopausa (Miya et al. , 2002 ;.
Modena et al, 1999).

Para avaliar se haveria hipertrofia no coracdo dos animais, utilizamos o peso do
coracdo como indicativo indireto de hipertrofia, pesamos atrios e ventriculos, e normalizamos
pelo comprimento da tibia. Ao compararmos o peso dos atrios entre os diferentes grupos
experimentais ndo observamos diferenca entre eles, assim como nenhuma diferenca
significativa foi observada ao compararmos o peso dos ventriculos desses animais, indicando
que ndo houve hipertrofia no coragdo dos mesmos.

Para avaliar o comprometimento na propagacdo da atividade elétrica entre 0s
cardiomidcitos atriais foi realizado o ECG e a frequéncia cardiaca também foi analisada.

O grupo OVX, que ndo recebeu tratamento com BE, apresentou reducéo significativa
na FC em relagdo ao grupo FO. Ao compararmos a FC do grupo OVX com 0 grupo
OVX+BEZ2, que recebeu a dose fisioldgica de BE, observamos que o tratamento foi capaz de
induzir aumento na frequéncia cardiaca de 10 %. Aumento similar foi observado quando
animais ovariectomizados foram tratados com a dose suprafisiologica de BE, 11,7 %. Estes
resultados indicam a importancia do E2 na manutencéo da FC independente da dose.

Estudos anteriores ja demonstraram que, 0 avanco da idade e a queda da producao de
estrogénio promovem modificagbes no controle autonémico da frequéncia cardiaca. Em
mulheres, apds a menopausa, pode haver reducdo do componente parassimpatico (Brochanket
al., 2000) e aumento na atividade simpatica, evidenciado pela andlise da variabilidade da
frequéncia cardiaca, o qual, por sua vez, pode ser revertida com o0 uso cronico de terapia
estrogénica (Mercuro et al.,2000; Rosano et al., 1997).
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Dentre os parametros analisados no eletrocardiograma, avaliamos a duracdo da onda
P, que indica o tempo de despolarizagdo nos atrios. Observamos que 0s animais do grupo
OVX apresentaram reducdo significativa neste pardmetro quando comparado ao grupo FO,
indicando diminui¢do no tempo de propagacéo do potencial de acdo entre os cardiomidcitos
atriais. Nos animais tratados com a dose fisiologica de BE (OVX+BEZ2), ocorreu aumento
significativo na duragdo da onda P quando foram comparados aos animais ovariectomizados
sem tratamento (OVX). O tratamento com a dose suprafisiolégica de BE (OVX+BE20), da
mesma forma, causou aumento significativo na duragdo da onda P quando comparados aos
animais ovariectomizados sem tratamento. Observamos entdo, que as fémeas repostas com E2
apresentaram maior duracdo da onda P, ou seja, a reposi¢do hormonal foi capaz de reverter o
efeito provocado pela ovariectomia. Estes resultados demonstraram a importancia do
estrogénio na duracdo da onda P.

Nenhuma diferenca estatistica foi observada nos outros parametros analisados no
ECG, indicando que o tratamento com E2 ndo influenciou esses parametros.

O aumento na duracdo da onda P nos animais tratados com BE nos levou a investigar
se este estaria modulando a expressao do RNAm da Cx40,fundamental para a conducdo de
impulsos elétricos nos atrios e no sistema de conducdo. Para isso, analisamos a expressdo do
RNAm da Cx40 no atrio de animais tratados com benzoato de estradiol, através da técnica de
RT-PCR em tempo real. Os resultados demonstraram que 0s animais ovariectomizados que
receberam a dose suprafisiologica de BE (OVX+BE20) tiveram redugdo significativa na
expressao do RNAm da Cx40 em relacdo ao grupo controle (FO), no entanto, nenhuma
diferenca na expressao do RNAm da Cx40 foi observada entre os grupos experimentais: FO,
OVX e OVX+BE2. Estes resultados indicam que o benzoato de estradiol, em altas
concentrages, é capaz de reduzir os niveis de expressdo do RNAm da Conexina40, in vivo,
assim como ocorreu nos experimentos in vitro.

Além da Cx40, outros fatores podem interferir no acoplamento elétrico atrial.
Alteracfes na expressdo e na organizacdo das juncdes comunicantes podem desencadear
mudancas na conducédo elétrica e na contracdo das células cardiacas (Dupont et al., 2001).
Estudos demonstram que a Cx43 pode ser regulada pelo estrogénio e que a auséncia do
mesmo pode provocar danos e reducdo desta conexina. Pesquisas realizadas em ratas
ovariectomizadas sujeitas a um tratamento com concentracdes fisioldgicas de estradiol
induziram aumento na quantidade de Cx43, provavelmente através de vias dependentes de
Oxido nitrico e PKC (Chen et al., 2010). O E2 aumenta a expressdo de proteina da Cx43 e do
RNAmM da mesma (Chen et al., 2010). Alem disso,tem sido demonstrado que Cx43 pode ser
pos-transcricionalmente regulada por microRNAs no miocardio (Yang et al., 2007) e o
E2 pode exercer efeitos influenciando os perfis de expressdo desses microRNA sem varios
tipos de células (Pariset al, 2012). Wang e colaboradores (2015) observaram que o aumento
do miR-23 pode reduzir a expressdo de Cx43 na deficiéncia de estrogénio, induzindo danos as
juncbes comunicantes no coragao.

Além dos efeitos do estrogénio sobre as jun¢bes comunicantes, varios estudos indicam
que este pode prevenir arritmias por efeitos diretos em alteracdes eletrofisiologicas
modulando os niveis de varios canais de ions (Murphy e Steenbergen, 2014). Na literatura é
descrito que o estrogénio possui acdo inibitdria sobre a corrente de calcio do tipo L (lcay).
Esse efeito também atribui ao estrogénio uma funcdo antiarritmica (Meyer et al., 1998;
Nakajima et al., 1999). Outros estudos demonstraram que o tratamento com E2 resulta na
ativacdo de canais de potassio sensiveis a ATP (Lee et al., 2000). Embora ndo tenhamos
informacdes sobre a modulacdo do estrogeno sobre os canais rapidos de sodio, responsaveis
pela corrente de sodio (Ina+), €ssa modulacdo também poderia ser responsavel por alteracdes
na duracao da onda P.
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Apesar do tratamento com benzoato de estradiol ter sido eficiente em restabelecer o
tempo de propagacéo do potencial de ag8o entre os cardiomidcitos atriais, ndo fomos capazes
de relacionar a expressdo da Cx40 com a duracdo da onda P, no entanto, observamos que a
regulacdo do estrogénio sobre a Cx40 parece ter importancia em doses suprafisiologicas deste
horménio.

As Conexinas 40 e 43 podem ainda ser reguladas por hormdnio tireoideano (HT). O
tratamento de cardiomidcitos neonatais tratados com T3 aumentou a expressdo da Cx43 e
acelerou a formacao de juncdes comunicantes (Tribulova et al., 2004). Além disso, 0 RNAm
da Cx40 é regulado positivamente por HT, agindo nos atrios através do receptor de HT e
pode ser um dos mecanismos que contribuem para as alteracfes na conducdo auricular em
disfunces da tireoide (Almeida et al., 2009), entre elas a fibrilagio.

A analise para presenca de sitios putativos no segmento da regido promotora do gene
da Cx40 identificou sitios para a ligacdo dos receptores de horménio (TR), os TREs
(elemento responsivo ao horménio tireoideano). Associado ao hipertireoidismo estd o
aumento nos niveis séricos de estrdgeno, € possivel que nesta situacdo a diminui¢do ou o
efeito contrario que o estrogeno exerce sobre a ativacdo do promotor da Cx40 em relacdo ao
HT, exerca uma cardioprotecdo quanto as arritmias atriais.

Estudos demonstram que h& aumento nos niveis séricos de estrogeno em situacoes,
tais como: durante a gravidez, aumento de peso, consumo de fito e Xxenoestrogenos,
hipertireoidismo, terapia de reposicdo hormonal (Day e Hawkins, 1999), tumores ovarianos
(Zahid et al., 2014), puberdade precoce (Alves et al., 2007) e hiperestimulacdo ovariana
(Wang et al., 2011). Possivelmente nessas situac6es, a diminuicdo do RNAm da Conexina40
reduza os impactos negativos que estes quadros possam causar ao coragdo, sobretudo
diminuindo as chances de arritmias.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o benzoato de estradiol na concentracdo10® M
regula de forma negativa a expressdo do RNAm da Conexina40 em culturas de celulas
imortalizadas (A7r5) e em cultura primaria de cardiomidcitos atriais. Tal regulagdo, ocorre
por ativacdo direta na sequéncia -1190 a +121 da regido promotora do gene da Cx40. Assim
como foi observado in vitro, doses suprafisiologicas de benzoato de estradiol regulam de
forma negativa a expressao do RNAm da Cx40 no atrio de camundongos. No entanto, ndo
observamos correlagédo entre a expressdéo do RNAm da Conexina40 e a duracdo da onda P
desses animais. Estes resultados sugerem que a regulacéo sobre a expressao génica da Cx40
que o estrdgeno exerce possa ter importancia em situacoes suprafisioldgica deste horménio.
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