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Resumo

AVILA, Bianca Machado de. Restri¢&o cal6rica e tratamento com senoliticos em
camundongos fémeas jovens em estropausa induzida. 2023. 116f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Programa de Po6s-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospecgéo, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

A populacdo mundial esta envelhecendo e atualmente ja se observa um crescimento
importante de pessoas com 60 anos ou mais, sendo esta populacdo majoritariamente
femina. No Brasil, a mudanca demografica e epidemioldgica, bem como melhorias do
sistema de saude nas ultimas décadas, resultaram tanto na progressdo do namero
mulheres idosas, como do tempo que elas vivem em menopausa. A menopausa €&
comumente associada a alteracdes e doencas crbnicas que se associam ao
envelhecimento e senescéncia celular. Com base nisso, nosso objetivo foi avaliar os
efeitos da restricdo calorica (RC) e do tratamento com 0s senoliticos dasatinibe e
guercetina (D+Q) ou fisetina em um modelo de estropausa quimicamente induzida
com diepéxido de 4-vinilciclohexano (VCD) em fémeas jovens. O intuito deste estudo
€ mimetizar os efeitos do envelhecimento associado ao estado de estropausa. Para
isso, aos dois meses de idade as fémeas foram submetidas a inducdo quimica da
estropausa com VCD por 20 dias consecutivos e, ap0s confirmacdo da estropausa
por citologia vaginal, foram submetidas a protocolos experimentais distintos, com RC
ou tratamento com senoliticos. O protocolo de RC de 30% durou 4 meses e 0S
tratamentos D+Q e fisetina foram realizados por 6 meses. Nossos achados
demonstraram gue a estropausa se associou com uma maior média de peso corporal,
porém ndo teve efeitos significativos em relacdo ao acimulo de gordura em ambos os
experimentos. A RC de 30% foi capaz de reduzir significativamente o peso e
quantidade de gordura corporal, se apresentando bastante intensa nas fémeas
estropausa submetidas a RC, porém nédo foram observadas outras influéncias claras
da estropausa na resposta a RC de 30%. Nas fémeas tratadas com senoliticos nao
foram observados efeitos relevantes relacionadoas a alteragcbes metabolicas entre
fémeas ciclicas e estropausa. O estresse oxidativo no tecido adiposo e hepatico
também foi semelhante entre as fémeas ciclicas e em estropausa, independente do
tratamento senolitico. Entretanto, a estropausa diminuiu a atividade da catalase (CAT)
no tecido adiposo em todos os grupos. A fisetina reduziu os niveis de ERO no tecido
hepatico das fémeas estropausa em comparacdo as fémeas dos grupos placebo



ciclico e estropausa. A estropausa e o tratamento com senoliticos ndo influenciaram
a atividade da beta-galactosidase associada a senescéncia nos tecidos adiposo e
hepatico. Nos ovarios as fémeas em estropausa apresentaram o maior percentual de
células senescentes comparado as fémeas ciclicas, reforcando o efeito ovotoxico e
localizado do VCD no ovério. No entanto, o tratamento senolitico ndo foi capaz de
diminuir a senescéncia ovariana induzida pela estropausa e nao foram observadas
diferencas no percentual de fibrose e macrofagos entre fémeas estropausa e ciclicas.
No geral, nossos achados sugerem que a estropausa gera poucas alteracoes
metabdlicas em fémeas jovens e que a RC e o tratamento com senoliticos nao tiveram
efeitos protetores em relacdo ao estresse oxidativo e senescéncia celular, sugerindo
que essas alteracbes podem estar mais associadas ao processo natural de

envelhecimento que o estado de estropausa.

Palavras-chave: Menopausa, estresse oxidativo, restricdo calérica, senoliticos.



Abstract

AVILA, Bianca Machado de. Caloric restriction and treatment with senolytics in
young female mice in estropause. 2023. 116f. Thesis (Doctorate in Sciences) -
Postgraduate Program in Biochemistry and Bioprospecting, Center for Chemical,
Pharmaceutical and Food Sciences, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2023.

The world population is aging and there is currently a significant increase in the number
of people aged 60 or over, with this population being mostly female. In Brazil,
demographic and epidemiological change, as well as improvements in the health
system in recent decades, have resulted in both in the progression of the number of
elderly women, as in the time they live in menopause. Menopause is commonly
associated with changes and chronic diseases that are associated with aging and
cellular senescence. Based on this, our objective was to evaluate the effects of caloric
restriction (CR) and treatment with the senolytics dasatinib and quercetin (D+Q) or
fisetin in a model of chemically induced estropause with 4-vinylcyclohexane diepoxide
(VCD) in young females. The intention of this study is to mimic the effects of aging
associated with the state of estropause. For this, at two months of age the females
were subjected to chemical induction of estropause with VCD for 20 consecutive days
and, after confirmation of estropause by vaginal cytology, they were applied to different
experimental protocols, with CR or treatment with senolytics. The 30% CR protocol
lasted 4 months and D+Q and fisetin treatments were performed for 6 months. Our
findings revealed that estropause was associated with a higher average body weight,
but had no significant effects on fat accumulation in both experiments. A CR of 30%
was able to significantly reduce weight and the amount of body fat, appearing quite
intense in estropause in females subjected to CR, however no other clear influences
of estropause were observed on the response to CR of 30%. In females treated with
senolytics, no relevant effects related to metabolic changes were observed between
cyclic females and estropause. Oxidative stress in adipose and liver tissue was also
similar between cyclic and estropausal females, regardless of senolytic treatment.
However, estropause decreases catalase (CAT) activity in adipose tissue in all groups.
Fisetin impairs ROS levels in the liver tissue of estropause females compared to
females in the cyclic and estropause placebo groups. Estropause and treatment with
senolytics did not influence the activity of beta-galactosidase associated with
senescence in adipose and liver tissues. The ovaries of females in estropause showed
the highest percentage of senescent cells compared to cyclic females, reinforcing the
ovotoxic and localized effect of VCD in the ovary. However, senolytic treatment was
not able to reduce ovarian senescence caused by estropause and no differences were
observed in the percentage of fibrosis and macrophages between estropause and
cyclic females. Overall, our results suggest that estropause generates few metabolic
changes in young females and that CR and treatment with senolytics did not have
protective effects in relation to oxidative stress and cellular senescence, indicating that
these changes may be more associated with the natural process of aging than the
state of estropause.

Keywords: Menopause, oxidative stress, caloric restriction, senolytics.
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1 Introducéo

O envelhecimento € um processo complexo e multifatorial caracterizado por
uma perda gradual das func¢des fisioldgicas e diminuicdo progressiva das fun¢des do
organismo que se associa a um acumulo de alteracbes celulares (JIN, 2010; DA
COSTA et al., 2016). O envelhecimento reprodutivo, a menopausa e a senescéncia
celular sdo processos biologicos subjacentes ao envelhecimento, que estao
intimamente ligados, mas nao sao sinbnimos (LEBRASSEUR, TCHKONIA,
KIRKLAND, 2015; DI MICCO et al., 2021; LANDRY et al., 2022).

O envelhecimento reprodutivo esta atrelado ao processo natural do
envelhecimento e, se caracteriza por uma degradacdo continua e progressiva da
reserva ovariana e da fertilidade (TE VELDE et al., 1998; NEVES, MARQUES, 2008).
Nas mulheres, como em outras espécies de mamiferos, a reserva ovariana ja
apresenta uma quantidade finita de o6citos ao nascimento, que vai sendo
gradativamente reduzida com o passar dos ciclos férteis até seu total esgotamento
gue resulta no que conhecemos como menopausa (FERREIRA et al., 2013; FINCH,
2014) ou estropausa nos roedores (BITTO et al., 2009). Também foi identificado que
ambas as espécies compartilham de irregularidades progressivamente crescente nos
ciclos ovulatérios e aumento da aneuploidia fetal conforme a deplecéo de odcitos se
torna iminente (FINCH, 2014).

O sistema reprodutor € considerado o primeiro a manisfestar o envelhecimento,
resultando na diminuicdo da fertilidade e na disfungdo hormonal que pode gerar
impactos importantes na saude (BROEKMANS, SOULES, FAUSER, 2009). As
modificacdes estrogénicas da menopausa levam a alteragbes metabolicas como
ganho de peso, alteragdes lipidicas, maior resistencia a insulina e se associa com
maior frequéncia a sintomas vasomotores, bem como,a um risco aumentado para
osteoporose e doencas cardiovasculares (SELBAC et al., 2018; BITTO et al., 2009;
LIZCANO, GUZMAN, 2014). Algumas teorias apontam que a menopausa gera um

estado pré-oxidante no organismo, devido a reducdo da capacidade antioxidante,
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aumento das concentragfes séricas de citocinas inflamatorias e biomarcadores pro-
oxidantes, podendo predispor a diversas alteracdes metabdlicas (DOSHI, AGARWAL,
2013; BOURGONJE et al., 2020; SECOMANDI et al., 2022). Além disso, a reducédo
dos niveis de estrogénio parece se relacionar com a modulacdo da senescéncia
celular em diferentes tecidos (LIU et al., 2016, FARR et al., 2019; FAUBION et al.,
2020).

A senescéncia celular é uma resposta a diferentes estresses enddgenos e
exodgenos decorrentes do processo natural de envelhecimento, que visa inibir a
proliferacéo de células envelhecidas ou danificadas, levando a um estado de parada
permanente do crescimento (CALCINOTTO et al., 2019; SECOMANDI et al., 2022). E
um mecanismo que exerce papéis fisiolégicos importantes, essencial para a
homeostase tecidual e atua como um mecanismo de supressao tumoral (HANAHAN,
WEINBERG, 2011; MCHUGH, GIL 2018; SECOMANDI et al., 2022; KUDLOVA, DE
SANCTIS, HAJDUCH, 2022). Porém, o acumulo de células senescentes pode gerar
inflamacé&o crénica de baixo grau, declinio na resposta e eficacia imunolégica (SONG,
AN, ZOU, 2020), além de secretar uma variedade de quimiocinas, citocinas e
interleucinas pré-inflamatérias, conhecidas como “fendtipo secretor associado a
senescéncia” (SASP) que esta associado ao desenvolvimento de disfuncdes teciduais
e doencgas crbnicas relacionadas a idade (SECOMANDI et al., 2022; KUDLOVA, DE
SANCTIS, HAJDUCH, 2022).

Portanto, nesta perspectiva, destaca-se o potencial da restricdo calérica (RC)
como intervencgdo dietética e do uso de drogas senoliticas com o intuito de reduzir
células senescentes no organismo e, consequentemente, reduzir 0S processos
inflamatorios e os sintomas clinicos que tendem a ser acentuados pela modificacédo
hormonal durante a menopausa (ZHU et al., 2015). Estudos apontam efeitos positivos
da RC em relagédo ao prolongamento da vida de diferentes espécies, a preservagao
da reserva ovariana, melhoria qualidade de vida por meio de modificagdo de perfis
metabdlicos e bioquimicos, reducéo de deposi¢cao de gordura visceral e subcuténea e
modulacao da glicemia e insulinemia (RODRIGUES, 2021; NORMANDIN et al., 2015).
Além disso, destaca-se também, seu potencial antioxidante e sua capacidade de
reduzir processos inflamatorios, a imunossenescéncia e o envelhecimento celular em
funcdo de sua atividade sobre elevacdo do nivel das sirtuinas (SALMINEN,
KAARNIRANTA, 2009; MARTINS, BUCALEN, 2011).
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Da mesma forma, a senoterapia tem se tornado uma area de interesse nos
altimos anos. Medicamentos e drogas com potencial senolitico passaram a ser
estudados com o objetivo de proporcinar a reducao seletiva de células senescentes,
visando proporocionar melhor qualidade de vida e saude durante o processo de
envelhecimento (KUDLOVA, DE SANCTIS, HAJDUCH, 2022, FANG et al., 2023).
Dentre os senoliticos, a fisetina e uma combinacdo de dasatinibe e quercetina (D+Q)
mostraram-se eficientes nesta remocao seltiva de células senescentes (ZHU et al.,
2015), retardando distarbios associados ao envelhecimento e aumentando a
expectativa de vida em roedores idosos (BAKER et al., 2011; YOUSEFZADEH et al.,
2018; XU et al.,, 2018) bem como melhorias funcionais em modelos de doencas
neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer (MUSI et al., 2018; BUSSIAN et al.,
2018; KHATOON et al., 2018) e reducao da carga de células senescentes em ovarios
de camundongos obesos (HENSE et al., 2022).

Dentre os modelos experimentais de estropausa em roedores 0 método de
inducdo mais comumente encontrado ainda é a ovariectomia. Embora seja um modelo
funcional, este induz a menopausa de forma mais abrupta, diferente do que
naturalmente acontece com humanos (CHEN et al., 2014). Como alternativa, um novo
modelo experimental quimicamente induzido com diepoxido de 4-vinilciclohexano
(VCD) tem sido utilizado para indugéo da estropausa em roedores, com o objetivo de
mimetizar o processo gradativo do envelhecimento reprodutivo feminino e contribuir
com uma melhor compreenséo dos efeitos da menopausa (CHEN et al., 2014; DAS et
al., 2021). O VCD é uma droga ovotéxica que produz falha ovariana precoce em
roedores, e tem sido utilizada como ferramenta para o estudo das alteracdes
neuroendocrinas e comportamentais decorrentes da menopausa, permitindo uma
correlagcdo mais fiel ao que acontece com mulheres quando comparado a modelos
experimentais com ovariectomia (CHEN et al., 2014; ROMERO-ALESHIRE et al.,
2009). Sua atividade ovotoxica acelera a perda de foliculos primarios e primordiais,
resultando em um estado enddcrino que reproduz de forma muito semelhante a
progressao natural do envelhecimento ovariano e das fases de transicdo entre o
periodo pré e pds reprodutivo como acontece com humanos, condicionada pela falha
gradual da funcdo ovariana e pela deplecéo folicular (BROOKS, POLLOW, HOYER,
2016; BAZILIO, 2015).
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Entretanto, a relagdo dos possiveis efeitos da RC e desses compostos
senoliticos a respeito das alteracdes metabdlicas, estresse oxidativo e senescéncia
celular na estropausa quimicamente induzida com VCD ainda foram pouco estudados,
principalmente em animais jovens submetidos aos tratamentos antes de uma
acumulacdo significativa de células senescentes. Os efeitos da estropausa sobre
marcadores de senescéncia ovariana ainda é desconhecido. Além disso, é preciso
entender se o0s efeitos sistémicos da estropausa podem ser prevenidos ou

minimizados pela RC ou pelo tratamento senolitico.

Portanto, diante do exposto, considera-se este um modelo bastante
interessante para mimetizar o processo natural da menopausa, uma vez que permite
fazer comparac6es mais semelhantes entre estudos pré-clinicos e clinicos com
humanos a respeito das modificagbes e dos impactos que ocorrem no organismo a
partir da perda da reserva ovariana independente da idade. Com base nisso, 0s
experimentos deste estudo foram estruturados para examinar os efeitos da RC e do
tratamento oral com fisetina ou D+Q em camundongos fémeas jovens submetidas a
inducdo quimica da estropausa com VCD, com o objetivo de avaliar as respostas
metabdlicas, estresse oxidativo e/ou a carga de células senescentes nas fémeas
submetidas a RC ou tratamento senolitico sob a perspectiva da estropausa néo

associada ao fator de envelhecimento.



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da RC 30% e do tratamento senolitico com D+Q ou fisetina
em um modelo de estropausa quimicamente induzida com VCD em camundongos

fémeas jovens da linhagem C56BL7.

2.2 Objetivos especificos

e Monitorar 0 ganho de peso das fémeas em estropausa e seus controles,
submetidas a RC ou ao tratamento com senoliticos.

e Quantificar o numero de foliculos primordiais, em transicdo, primarios,
secundarios, terciarios e totais das fémeas em estropausa e seus controles,
submetidas a RC ou ao tratamento com senoliticos.

e Quantificar o acimulo de gordura visceral das fémeas em estropausa e seus
controles, submetidas a RC ou ao tratamento com senoliticos.

e Avaliar a sensibilidade a insulina das fémeas em estropausa e seus controles,
submetidas a RC ou ao tratamento com senoliticos.

e Monitorar o consumo alimentar insulina das fémeas em estropausa e seus
controles, submetidas a RC.

e Avaliar parametros de estresse oxidativos no tecido adiposo e hepatico das
fémeas em estropausa e seus controles, submetidas a RC ou ao tratamento
com senoliticos.

e Avaliar parametros bioquimicos no soro das fémeas em estropausa e seus
controles, submetidas ao tratamento com senoliticos.

e Avaliar a atividade de beta-galactosidase no tecido adiposo e hepatico das
fémeas em estropausa e seus controles, submetidas ao tratamento com

senoliticos.



14

e Avaliar marcadores de senescéncia no ovario das fémeas em estropausa e

seus controles, submetidas ao tratamento com senoliticos.



3 Referencial tedérico

3.1 Faces do envelhecimento: bioldgica, epidemioldgica e demografica

Do ponto de vista biolégico, o envelhecimento € um processo hatural,
multidirecional e complexo, que envolve mudancas celulares e fisiolégicas, que se
inicia no nascimento e acontece de forma gradativa e irreversivel até a morte
(TEXEIRA E GUARIENTO, 2010; DA COSTA et al., 2016). E caracterizado por uma
diminuicdo progressiva e geral da integridade fisiolégica que leva a uma capacidade
reduzida de reagir de forma adaptavel as alteracbes e a preservacao da homeostase
(DE LA FUENTE, 2008; LOPEZ-OTIN et al., 2013). De acordo com a Organiza¢&o
Pan-Americana de Saude (OPAS, 2003) o envelhecimento &€ um “processo
sequencial, individual, acumulativo, irreversivel, universal, ndo patolégico, de
deterioracdo de um organismo maduro, préprio a todos os membros de uma espécie,
de maneira que o tempo o torne menos capaz de fazer frente ao estresse do meio

ambiente e, portanto, aumente sua possibilidade de morte".

Todo esse processo de envelhecimento vai gradativamente submetendo o
organismo a inumeras alteracbes anatdmicas, fisiolégicas e psicossomaticas,
afetando sua integridade, permitindo o surgimento das doencas crénico degenerativas
e predispondo uma maior morbimortalidade (TONET, NOBREGA, 2008). A perda
progressiva de homeostase acarreta no comprometimento de funcdes essenciais a
sobrevivéncia, aumentando a vulnerabilidade do organismo. O acumulo de danos
celulares em diferentes niveis é considerado a principal causa de envelhecimento e
decorre de um processo multifatorial sobre o qual atuam tanto fatores externos,
ambientais e sociais assim como fatores internos, genéticos e biologicos (LOPEZ-
OTIN et al., 2013).

Ao longo do tempo, muitas teorias ja foram propostas com o intuito de explicar
o processo de envelhecimento. Dentre as teorias bioldogicas modernas do

envelhecimento destacam-se duas categorias principais: teorias programadas e de
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dano ou erro. As teorias programadas implicam que o envelhecimento segue um
cronograma biolégico progressivo pré-determinado, que regula o crescimento e o
desenvolvimento ao longo de toda a vida, com base em mudancas na expressao
génica que afetam os sistemas responsaveis pela manutencéo, reparo e respostas de
defesa. Ja a teoria do dano ou do erro, enfatiza que os ataques ambientais a
organismos vivos que induzem danos cumulativos em varios niveis, sdo a causa do
envelhecimento (JIN, 2010). De forma geral, essas teorias “examinam o assunto sob
a Otica da degeneracédo da fungédo e estrutura dos sistemas organicos e células’
(FARINATTI, 2002, p.129).

De acordo com Lopez-Otin e colaboradores (2013), a deterioracao fisioldgica
do organismo proveniente do envelhecimento é o principal fator de risco para as
patologias humanas, incluindo céncer, diabetes, distirbios cardiovasculares e
doencas neurodegenerativas. Ainda parece existir algumas caracteristicas comuns
entre as espécies que permeiam o processo de envelhecimento e, que juntas
determinam o fenétipo do envelhecimento, sdo elas: instabilidade genbémica, atrito dos
telomeros, alteracfes epigenéticas, perda de proteostase, deteccao desregulada de
nutrientes, disfuncdo mitocondrial, senescéncia celular, exaustdo de células-tronco e
comunicacao intercelular alterada (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Essas caracteristicas,
denominadas pelos autores de marcas do envelhecimento, se relacionam com a perda
progressiva da integridade fisioldgica, levando ao comprometimento da funcao e maior
vulnerabilidade & morte (LOPEZ-OTIN et al., 2013).

Dentre as teorias ja propostas, destaca-se a teoria de Hayflick e Moorhead,
proposta em 1965 e, apresentada como a teoria do envelhecimento celular através da
hipétese da senescéncia celular, como um processo que altera a fisiologia, limitando
a capacidade de replicacdo das células normais em cultura (TEXEIRA E
GUARIENTO, 2010). Sendo que, a senescéncia celular seria aquela induzida por
estresse e, a senescéncia replicativa, o resultado da perda dos telomeros, que sao
estruturas constituidas de uma sequéncia repetida de acido desoxirribonucleico (DNA
—doinglés: Desoxyribonucleic acid), localizadas nas extremidades dos cromossomos,
com a funcdo de preservar a integridade dos genomas e evitar a fusdo com outros
cromossomos (GAVA; ZANONI, 2005; TEXEIRA E GUARIENTO, 2010; DI MICCO et
al., 2021).
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7

Outra teoria importante é a dos radicais livres, proposta por Denham
Harmanem 1956, a qual sugere que o envelhecimento celular esta associado aos
efeitos deletérios nas organelas celulares, causados pelas espécies reativas de
oxigénio (ERO) as reacOes de oxidacado dos radicais livres nos componentes
celulares, provocando disfungBes cumulativas, cujo resultado é a morte celular
(FARINATTI, 2002; TEXEIRA E GUARIENTO, 2010). Entretanto, existem sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos que buscam preservar a integridade
celular e neutralizar esses efeitos danosos as células, principalmente para estabilizar
esses radicais livres formados, ndo sO6 durante a respiracdo celular, mas como
consequéncia de muitas outras funcdes celulares. Porém, quando este mecanismo
nao consegue atuar efetivamente, a quantidade de ERO excede essa protecao
antioxidante e surge uma situacéo de estresse oxidativo que resulta em leséo celular,
e estd comumente relacionada a disfuncdes, desenvolvimento de doencas e, ao
proprio envelhecimento (HALLIWELL, 2007; TEXEIRA E GUARIENTO, 2010;

GARCIA, 2018).

Outra alteracdo importante do envelhecimento que merece destaque € a
disfuncéo do sistema imune associada a idade, que pode refletir maior incidéncia de
doencas infecciosas e crbnicas, devido ao aumento de processos inflamatorios no
organismo. Esse processo inflamatdrio de baixo grau, vinculado ao envelhecimento,
colabora para o surgimento do estresse oxidativo e desencadeia um aumento na
guantidade de radicais livres que tém potencial mutagénico frente ao DNA, o que
causa alteracfes celulares graves (FINKEL, HOLBROOK et al., 2000; ZUO et al.,
2019).

Além das disfuncdes no sistema imune, ha também alteracdes no sistema
enddcrino que acontecem durante processo de envelhecimento e também contribuem
para o aumento de citocinas pro-inflamatérias no organismo (FARIA et al., 2013).
Dentre as alterag6es metabodlicas comuns relacionadas ao envelhecimento destaca-
se 0 aumento da adiposidade, principalmente de gordura visceral, e a sensibilidade a
insulina (BARZILAI et al., 2012). Esse acumulo de gordura visceral contribui para o
aumento de citocinas pro-inflamatérias, também conhecidas por interferirem na acao
da insulina e no aumento de inflamag&o no organismo (SEPE et al., 2011; TONET,

NOBBREGA, 2008). Além disso, o acimulo de gordura visceral também esta
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associado a resisténcia insulinica, ao desenvolvimento de diabetes melittus tipo 2
(DM2) e de outras doencas cronicas (BARZILAI et al., 2012).

Em suma, o que se sabe é que biologicamente o envelhecimento é esse
processo complexo e multifatorial caracterizado por perda progressiva da integridade
fisiolégica e alteracdo das funcbes celulares (FARINATTI, 2002; TEXEIRA E
GUARIENTO, 2010; LOPEZ-OTIN et al., 2013). Essa degradacdo celular em
diferentes niveis afeta todas as células, especialmente as dos sistemas reguladores
(sistema nervoso, enddcrino e imunitario) e, consequentemente, a comunicagao entre
estes, 0 que leva ao acumulo de células danificadas, homeostase prejudicada e ao
aumento da morbidade e mortalidade (DE LA FUENTE, 2008).

Outras faces do envelhecimento, que atualmente passaram a exigir cada vez
mais atencao, sao a transicdo demografica e a epidemiologia do envelhecimento, uma
vez que essas alteracdes bioldgicas e organicas se associam a maior carga de
doencas crbnicas na velhice. O envelhecimento populacional possui uma ligacao
estreita com os processos de transicdo demografica e epidemiolégica que o Brasil e
o mundo tém vivenciado nas ultimas décadas (OLIVEIRA, 2019). Essa modificacao
observada na estrutura etaria da populacdo, caracterizada pelo crescimento
progressivo da populacéo idosa, também se relaciona com o aumento da carga de
doencas proprias do envelhecimento (LIMA-COSTA, VERAS, 2003; OLIVEIRA,
2019). Isso, por sua vez, tende a impactar fortemente o sistema de saude, pois, devido
ao aumento da expectativa de vida e da melhoria nas condi¢des de acesso a saude,
0 idoso passa a consumir mais servicos de saude e por mais tempo (LIMA-COSTA,
VERAS, 2003; OLIVEIRA, 2019).

Essa ja é uma preocupacao de grandes organiza¢cdes como a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), que desde a década de 90 ja apresenta propostas
relacionadas ao envelhecimento saudavel e ativo, com o objetivo de melhorar a
qualidade de vida a medida que as pessoas ficam mais velhas (OPAS, 2005;
ROMERO, 2022). Atualmente estamos vivenciando a “Década do Envelhecimento
Saudavel 2021-2030”, uma estratégia declarada pela Assembleia Geral das Nagdes
Unidas em dezembro de 2020, com o objetivo de construir uma sociedade para todas
as idades. Essa € uma iniciativa global que reune os esfor¢cos colaborativos de

diversas organizacdes e instituicbes e se baseia-se em orienta¢des anteriores, como
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a Estratégia Global e o Plano de Acdo da Organizacdo Mundial da Saude sobre
Envelhecimento e Saude 2016-2020, a Declaracdo Politica e o Plano de Acao das
Nacdes Unidas de Madrid sobre o Envelhecimento e os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel da Agenda 2030 das Nac¢des Unidas para o Desenvolvimento Sustentavel
para promover um envelhecimento mais saudavel (OPAS, 2023).

A pandemia da COVID-19 também gerou um alerta relacionado ao processo
de envelhecimento populacional e seus impactos na saude, uma vez que as
populacdes mais idosas foram afetadas desproporcionalmente. As atuais transicdes
demograficas e epidemioldgicas exigem atencao e forcam mudancas na forma de lidar
e responder as necessidades e as vulnerabilidades das pessoas idosas, uma vez que
esta é a populacdo com maiores taxas de mortalidade associada a comorbidades e
comprometimento funcional, especialmente em situacdes de emergéncia (OPAS,
2023).

ProjecOes globais a respeito da populagdo com 65 anos ou mais, apontam para
um crescimento duas vezes maior que o atual até 2050 (UNITED NATIONS, 2020).
De acordo com as Nacdes Unidas (2020), até 2030, 1 em cada 6 pessoas no mundo
tera 60 anos ou mais e, até 2050, a populacdo mundial de pessoas com 60 anos ou
mais duplicara (2,1 mil milhdes). Uma mudanca populacional semelhante também ja
€ percebida na América Latina, onde a porcentagem da populacdo com 65 anos ou
mais quase dobrou nos ultimos anos, passando de 5% em 1990 para 9% em 2019
(UNITED NATIONS, 2020). No Brasil, as estimativas indicam que em 2060, o
percentual da populacdo com 65 anos ou mais serd de 25,5% (58,2 milhdes),
enquanto, em 2018, essa proporcao foi de 9,2% (19,2 milhdes) (IBGE, 2018).

Com relacédo as mulheres com 65 anos ou mais, as proje¢des indicam que, em
2050, elas representarao 54% da populacao global (UNITED NATIONS, 2020). Diante
das atuais projecbes, percebe-se que a populacdo idosa se configura
majoritariamente feminina (CEPELLOS, 2021). Este fato deu origem ao fenébmeno
denominado de “feminizacdo da velhice”, que trata dessa maior proporcao de
mulheres na populagéo idosa, especialmente em idades mais avancadas (SOUSA et
al., 2018; CEPELLOS, 2021), visto que elas tendem a apresentar uma maior
expectativa de vida (MOREIRA, 1998, CEPELLOS, 2021). Um ponto que reforca a
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importancia e a necessidade de pesquisas direcionadas e que considerem o

dimorfismo sexual do envelhecimento.

3.2 Envelhecimento reprodutivo e menopausa

O envelhecimento reprodutivo feminino € um processo continuo, que comeca
préximo ao nascimento e se estende até a menopausa (HANSEN et al., 2008; NEVES,
MARQUES, 2008; WILKOSZ et al., 2014). E caracterizado por uma diminui¢&o
progressiva da fertilidade devido a um esgotamento da reserva folicular ovariana
(WILKOSZ et al.,, 2014; NEVES et al.,, 2008; GARCIA, 2018). Essa deplecéao
progressiva do pool folicular € a causa da cessagéo permanente da menstruagéo e, €
precedida por um periodo de ciclos reprodutivos irregulares e de fertilidade
considerada subdtima (NEVES, MARQUES, 2008; ESENCAN, BEROUKHIM,
SEIFER, 2022). A reserva ovariana é constituida do conjunto de foliculos primordiais
formados durante o periodo de desenvolvimento fetal, que permanecem quiescentes
até serem recrutados para o crescimento durante a vida reprodutiva feminina
(HIRSHFIELD, 1994, BROEKMANS, SOULES, FAUSER, 2009; PUTTABYATAPPA,
PADMANABHAN, 2018). Essa ativacao dos foliculos primordiais é irreversivel e, uma
vez que o foliculo é ativado ndo retorna mais a reserva, podendo sofrer atresia em
algum momento do ciclo de crescimento ou culminar na ovulacdo (BAKER, 1963;
PUTTABYATAPPA, PADMANABHAN, 2018).

Com a diminuicdo do numero de foliculos durante o processo de
envelhecimento, ha também uma perda de qualidade do odcito. Acredita-se que essa
perda de qualidade esteja relacionada a mecanismos subjacentes que podem
envolver diferencas entre as células germinativas no momento em que sao formadas
durante a vida fetal, a danos acumulados aos odcitos ao longo da vida ou a mudancas
na qualidade das células da granulosa ao redor do odcito relacionadas a idade
(BROEKMANS, SOULES, FAUSER, 2009). O acumulo de danos ao DNA por fatores
externos e internos, principalmente os relacionados ao processo de quebra e falha de
reparo na fita dupla, ja foi identificado como uma das causas do envelhecimento em
odcitos de camundongo e humanos, uma vez que a eficiéncia de reparo vai diminuindo
com a idade (TITUS et al., 2013). O estudo de Titus et al. (2013) apontou que

camundongos de 11 a 12 meses de idade ja apresentam declinios significativos em
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relacdo a reserva e a qualidade do odcito de forma semelhante ao que acontece com
mulheres ao final da terceira década de vida, devido ao acumulo de danos no DNA.

Nas mulheres, o declinio da fertilidade tem inicio a partir da terceira década de
vida e, apesar das mudancas profundas em relacdo ao niumero e qualidade dos
odcitos, o processo de envelhecimento tende a passar despercebido no periodo que
compreende da terceira a quarta década de vida (BROEKMANS, SOULES, FAUSER,
2009). Essa deterioracao da qualidade se da pelo acimulo de danos a medida que a
mulher envelhece e, € neste periodo que os évulos comegam a perder sua capacidade
funcional, podendo resultar em uma maior frequéncia de abortos, aumento de
anormalidades cromossomicas, falhas de fertilizacdo, de desenvolvimento do embrido
e de sua implantacdo no atero (ALVIGGI et al., 2009; ESENCAN, BEROUKHIM,
SEIFER, 2022).

A diminuicdo acentuada da funcdo ovariana em mulheres apresenta-se
normalmente entre 45 e 50 anos de idade. ApGs o0s 45 anos ja € esperado o declinio
natural da funcéo ovariana que é considerado um periodo de transicéo entre o periodo
reprodutivo e pds reprodutivo, chamado de climatério (BROEKMANS, SOULES,
FAUSER, 2009; SELBAC et al., 2018). Neste periodo, os primeiros sinais clinicos de
avanco no processo de envelhecimento reprodutivo comegcam a ser percebidos com
uma sutil reducao da duracgéo do ciclo menstrual em 2-3 dias, seguido de um avanco
progressivo até que os ciclos menstruais se tornam irregulares (BROEKMANS,
SOULES, FAUSER, 2009). Esse estagio do envelhecimento se estende até o periodo
menstrual final, e deve ser diferenciado da perimenopausa, que também inclui o
primeiro ano apés o ultimo sangramento menstrual (BROEKMANS, SOULES,
FAUSER, 2009). A menopausa se configura com a cessacao definitiva dos ciclos
menstruais (amenorreia) por periodo superior a um ano (WEISMILLER, 2009;
SELBAC et al., 2018).

Durante este periodo de transigdo os ovarios vao se tornando menos sensiveis
aos estimulos gonadotroficos e ocorre um aumento do hormdnio foliculo-estimulante
(FSH) associado ao declinio na producéo de inibina B e estradiol pelas células da
granulosa dos foliculos antrais ainda saudaveis no ovario (NEVES, MARQUES, 2008).
Isso provoca uma hiperestimulacao folicular caracterizada por grande quantidade de
foliculos primordiais em crescimento, o que esta correlacionado com a alta taxa de
deplecao folicular decorrente de atresia (NEVES, MARQUES, 2008; HANSEN et al.,
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2008; SELBAC et al., 2018). Este aumento do FSH ocorre mais em funcdo da queda
das concentracdes séricas da inibina do que em fung¢do da diminuicdo do estradiol,
refletindo de forma importante sobre a reserva folicular ovariana. Nesta fase o
hormanio luteinizante (LH) pode permanecer inalterado (SELBAC et al., 2018; ZHU et
al., 2023).

A menopausa é um periodo no qual muitas alteracées hormonais se instalam
no organismo, principalmente relacionadas a reducéo de estrégenos, o que tende a
induzir repercussdes importantes em varios 6rgaos-alvo e sistemas, se manifestando
por meio de alteragcbes cardiovasculares, cutaneas (ressecamento, perda de
colageno, rugas), 6sseas como osteoporose e doencas reumaticas, ganho de peso e
deposicdo de gordura, entre outras doencas de carater crbnico inflamatorio
(ANTUNES, MARCELINO, AGUIAR, 2003; RAINE-FENNING, BRINCAT, MUSCAT-
BARON, 2003). Esse hipoestrogenismo ocorre gradativamente durante todo o
processo de envelhecimento ovariano e, é acentuado na menopausa (MEDEIROS,
MAITELLI, NINCE, 2007). Essa baixa nos niveis de estrogénio, relacionada ao
esgotamento da reserva folicular pode ser observada tanto em animais castrados
como em mulheres na menopausa (FINCH, 2014).

Camundongos e ratos atingem a maturidade sexual entre 3-6 meses de idade
e, por volta de 9-10 meses de idade j4 é possivel se observar uma equivaléncia
enddocrina com o periodo de transicdo reprodutiva humana, também impulsionada pela
deplecédo folicular (BRINTON, 2012; MOBBS, GEE, FINCH, 1984). De acordo com
Finch (2014) o processo de envelhecimento reprodutivo e a menopausa ocorrem de
forma semelhante entre roedores e humanos. Ambos compartilham da irregularidade
progressiva e crescente nos ciclos ovulatorios, reducdo da qualidade oocitaria e
aumento da aneuploidia fetal conforme a deplecdo de odcitos se torna iminente
(FINCH, 2014). Camundongos de 10 meses de idade ja apresentam uma reducao
significativa do numero de odcitos quando comparados a camundongos jovens de 2
meses de idade, o que refor¢a a ideia de que a reserva ovariana de camundongos,
como em humanos, se esgota com a idade (FINCH, 2014).

A perda da fungéo ovariana e o declinio nos niveis circulantes de estrogénio
resultante dela, aparecerem fortemente relacionados a diversas alteracdes
metabdlicas na menopausa como aumento de adiposidade, alteragbes no

metabolismo lipidico, hipertenséo, resisténcia a insulina, além da combinacdo desses
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diferentes fatores que resultam em sindrome metabdlica (BITTO et al., 2009). O
estudo de Bitto e colaboradores (2009) identificou que ratas ovorectomizadas com 6
meses de idade, demonstraram um ligeiro aumento na pressao arterial sistolica (PAS),
peso corporal, resisténcia a insulina e colesterol plasmatico quando comparadas a
ratas intactas da mesma idade.

Além das alteracbes metabdlicas, a caréncia estrogénica resultante da
degradacdo da reserva ovariana, também parece atenuar a resposta imune do
organismo predispondo o organismo a invasdo microbiana e tornando-o mais
suscetivel a infec¢des. Essas alteragbes no sistema imune e a modificagdo hormonal
da menopausa parecem estar associadas a um aumento dos marcadores séricos pro-
inflamatérios (IL-1, IL-6, TNF-a) (OLSEN, KOVACS, 1996; VERTHELYI, KLINMAN,
2000; MEDEIROS, MAITELLI, NINCE, 2007) que resultam em mudangas no perfil
lipidico e hematopoiético que potencializam o risco de doencas inflamatdrias cronicas
(FERNANDEZ, MURILLO, 2016; KOEBELE, BIMONTE-NELSON, 2017). Dentre os
processos de desenvolvimento da inflamacdo cronica de baixo grau durante o
processo de envelhecimento feminino e menopausa destaca-se: maior deposicao de
tecido adiposo, estimulacdo de genes proé-inflamatérios, aumento do estresse
oxidativo, alterac6es na metilagdo do DNA, modificacBes na atividade das sirtuinas e
alteracdes na microbiota intestinal (COELHO, 2017).

Portanto, frente as diversas mudanc¢as que surgem no organismo durante a
menopausa e, a sua associacao a aumento risco para o desenvolvimento de doencas
de carater crbnico, tornam-se imprescindiveis os estudos com modelos experimentais
em camundongos e ratos, com 0 objetivo de mimetizar o processo gradativo do
envelhecimento reprodutivo feminino e contribuir com uma melhor compreenséo dos
efeitos da menopausa. O composto quimico VCD é usado para induzir a perda
gradativa de foliculos ovarianos primordiais e primarios, acelerando o processo natural
de atresia e induzindo a menopausa de forma semelhante a que acontece na espécie
humana e em outras espécies de mamiferos (KAPPELER CJ, HOYER, 2012,
BROOKS, POLLOW, HOYER, 2016). O VCD é uma droga ovotoxica que produz falha
ovariana precoce em roedores, e tem sido utilizada como ferramenta para o estudo
das alteragbes neuroendocrinas e comportamentais decorrentes da menopausa,
permitindo uma correlacdo mais fiel ao que acontece com mulheres quando

comparado a modelos experimentais que utilizam a ovarectomia (ROMERO-
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ALESHIRE et al., 2009; KAPPELER CJ, HOYER, 2012). Um estudo recente comparou
a menopausa induzida cirurgicamente por ovarectomia e pela indugdo quimica com
VCD, observando que ambos os modelos parecem estar relacionados com maior
ganho de peso, aumento dos niveis de glicose, esteatose hepética, e maior
quantidade de deposicdo de gordura mamaria e visceral quando comparados aos
controles intactos (DAS et al., 2021).

3.3 Estresse oxidativo na menopausa

O processo de estresse oxidativo foi caracterizado por Sies (1997) como um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, que
potencialmente leva a danos celulares. Esse desequilibrio em favor da geracéo
excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocéo desses,
conduz a a oxidacao de biomoléculas podendo resultar na perda de suas funcbes
bioloégicas e no desequilibrio homeostatico, gerando danos em células e tecidos
(FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

A geracéo de radicais livres e espécies reativas ndo radicais € um subproduto
do metabolismo do oxigénio, e a mitocéndria € a principal fonte desse processo, por
meio da cadeia transportadora de elétrons (BARBOSA et al.; 2010). No organismo,
essas espécies desempenham papéis essenciais na producéo de energia, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacéo intercelular e na sintese de substancias
biologicamente importantes (BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006). No entanto,
guando em excesso, esses compostos podem ter efeitos prejudiciais, como a
peroxidacdo dos lipidios das membranas, afetando proteinas, enzimas, carboidratos
dos tecidos e membranas e, até o DNA (BARREIROS, DAVID & DAVID, 2006;
BARBOSA et al.; 2010). As formas de oxidantes mais abundantes sédo as espécies
reativas de oxigénio (ERO), porém as espécies reativas de nitrogénio (ERN) também
apresentam potente capacidade oxidante como o acido hipocloroso, cloraminas e
radicais de enxofre (CERVELLATI, BERGAMINI, 2016; VALKO et al.,2007). A maioria
dessas espécies sdo radicais livres, ou seja, particulas instaveis e altamente reativas
devido a falta de um ou dois elétrons (CERVELLATI, BERGAMINI, 2016).

O sistema de defesa antioxidante tem a func&o de inibir e reduzir os danos
causados pela acado de radicais livres ou das espécies reativas ndo-radicais e se divide

em enzimatico e ndo enzimatico (BARBOSA et al.; 2010). O sistema enzimatico &
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constituido, principalmente pelas enzimas: superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa oxidase (GO), glutationa redutase (GR)
e peroxirredoxinas (Prxs). O ndo-enzimatico € formado por uma variedade de
substancias antioxidantes, que podem ser de origem enddgena ou exdgena, obtidas
através da dieta (BARBOSA et al.; 2010; HE et al., 2017). Nesse contexto, a
importancia dos antioxidantes se destaca por seu papel na eliminacdo de oxidantes,
uma vez que estes aparecem associados a uma variedade de doengas como cancer,

diabetes e doencas cronicas neurodegenerativas (ALl et al., 2020).

Associado a menopausa, o estresse oxidativo tem sido diretamente ligado ao
declinio do estrogénio durante o envelhecimento reprodutivo pela reducdo das
defesas antioxidantes e pela producao espécies reativas (DOSHI, AGARWAL, 2013).
A perda gradual de estrogénio durante o envelhecimento reprodutivo e a reducédo das
defesas antioxidantes se associa a patologias como doencas cardiacas, disturbios
vasomotores e osteoporose, dentre outros (BOURGONJE et al., 2020; DOSHI,
AGARWAL, 2013; BITTNER, 2010; BECKER et al. 1997). Esses efeitos pro-oxidantes
da reducdo estrogénica também se relacionam com o surgimento de sintomas
comumente observados na menopausa como as ondas de calor, suores noturnos e
irritabilidade pelo aumento temporario da taxa metabdlica (DOSHI, AGARWAL, 2013).
Esses disturbios ocorrem de forma repetida durante a transi¢cao do estado reprodutivo
para menopausa, contribuindo para a formagéao do estresse oxidativo, reduzindo as
defesas antioxidantes e impedindo a neutralizacdo de ERO (KRONENBERG, 1990;
DOSHI, AGARWAL, 2013). Entretanto, mesmo com essas alteracfes da menopausa,
ainda parece ser dificil distinguir o efeito do envelhecimento e da menopausa em
relacdo ao estresse oxidativo e a reducdo das defesas antioxidantes no organismo
gue tendem a ocorrer naturalmente durante o processo de envelhecimento (DOSHI,
AGARWAL, 2013).

3.4 Senescéncia celular

A senescéncia celular pode ser caracterizada como um processo que limita a
capacidade de replicacdo das células normais e, é considerada um dos mecanismos
de controle da proliferacdo celular. Ocorre durante o processo de envelhecimento
normal em todos os tecidos e, atua como uma resposta celular projetada

principalmente para pausar a divisdo de células danificadas (URYGA, BENNETT,
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2016; LEBRASSEUR, TCHKONIA, KIRKLAND, 2015; VELARDE, MENON, 2016). A
inducdo da senescéncia € dependente da ativacdo de vias supressoras tumorais
(como a via do p16™K4¥/retinoblastoma ou p53/p21CPWail) e envolve a parada
replicativa essencialmente irreversivel (LEBRASSEUR, TCHKONIA, KIRKLAND,
2015; KUMARI, JAT, 2021). Destacam-se como indutores de senescéncia: replicacédo
celular, encurtamento dos telémeros, alteracdes metabdlicas, aumento da geracdo de
ERO, danos no DNA entre outros agentes causadores de estresse celular associados
a mitose e ao metabolismo (TCHKONIA et al., 2013; LEBRASSEUR, TCHKONIA,
KIRKLAND, 2015; VELARDE, MENON, 2016).

Todo esse processo envolve muitas alteracdes fisiologicas, fenotipicas e
morfoldgicas e, concomitante com seu avanco, ocorre declinio da eficiéncia fisioldgica,
reducdo da eficiéncia da maquinaria de reparo e desequilibrio homeostético (VAN et
al., 2017; REISZ et al., 2018). O acumulo dessas células senescentes nos tecidos leva
a deterioracao, hiperproliferacdo e inflamacéo, o que afeta negativamente a estrutura
e funcao do tecido, levando ao desenvolvimento de diversas doencas e condi¢des
cronicas (LEBRASSEUR, TCHKONIA, KIRKLAND, 2015). As principais doencas
cronicas relacionadas a idade sdo as doencas degenerativas, metabdlicas e
patologias hiperproliferativas, como céancer, estdo vinculadas a inflamacéo
(LEBRASSEUR, TCHKONIA, KIRKLAND, 2015. As células senescentes podem
secretar uma variedade de citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas, proteases e
outros fatores denominados fenétipo secretor associado a senescéncia (SASP),
contribuindo com o surgimento de disfuncdes locais e sistémicas em uma série dessas

doencas vinculadas ao envelhecimento (XU et al., 2018).

O SASP pode contribuir para a inflamacéo relacionada a senescéncia,
desregulacdo metabdlica, disfuncdo de células-tronco, fenétipos de envelhecimento,
doencas crbnicas, sindromes geriatricas, dentre outras. E, fatores relacionados a
inflamacé&o como interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral a (TNFa) e proteinas
de fase aguda, como proteina C reativa (PCR), ja sdo reconhecidos como fatores
patogénicos no desenvolvimento de doengas comuns no envelhecimento como
cardiovasculares, diabetes, cancer, depressdo e deméncias (COLLERTON et al.,
2012; XU et al., 2018).
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Dentre os diferentes 6rgéos e sistemas do organismo humano que sofrem com
as alteracbes do envelhecimento e acumulo de células senescentes, 0 sistema
imunitario € um dos mais atingidos, sofrendo modificacbes nas subpopulacdes
celulares, nos padrdes de secrecdo de citocinas, na tolerancia imunoldgica, entre
outras funcdes (TONET, NOBREGA, 2008). As alteracdes da funcionalidade do
sistema imune decorrentes da imunossenescéncia tendem a se manifestar
clinicamente pelo aumento da frequéncia e severidade de infeccbes em idosos
(PARISI, 2018). Desta forma, podendo agravar o fenétipo de envelhecimento a nivel
sistémico devido a falha do sistema imune em eliminar agentes infecciosos, células
infectadas por patdégenos, células em transformacéo neoplasica e as proprias células
senescentes (PONNAPPAN, PONNAPPAN, 2011; PARISI, 2018). Os macrofagos séo
0S responsaveis por eliminar as células senescentes, porém com o avangar da idade
ocorre aumento do surgimento de células senescentes e diminuicdo da resposta
imune. Desta maneira, ha a um acumulo desproporcional de células senescentes com
a idade, gerando excessivo SASP, que como mencionado aumenta a inflamacéo e

risco de doencas crénicas (PARISI, 2018).

Embora processo de envelhecimento afete ambos os ramos da imunidade, as
células da imunidade adaptativa sofrem mudancas mais profundas em relacdo a
senescéncia (MCELHANEY, EFFROS, 2009; PONNAPPAN, PONNAPPAN, 2011;
PARISI, 2018). A capacidade de renovacao das células do sistema imunoldgico, a
partir das células-tronco hematopoéticas, diminui com a idade e, as alteracdes nos
precursores dos linfocitos B levam a diminuicdo do niamero de células maduras que
deixam a medula 6ssea (AGONDI et al., 2012). J& entre as células da imunidade
adaptativa, os linfécitos T sdo as células efetoras da resposta celular que mais sofrem
os efeitos do envelhecimento, uma vez que o tecido linfoide passa a ser gradualmente
substituido por tecido adiposo, resultando em uma alteracéo histolégica caracterizada
pela involugéo do timo que, consequentemente, provoca a diminui¢do progressiva na
capacidade de proliferacdo de linfécitos T (TONET, NOBREGA, 2008).

Essa involugcdo timica pode também levar a diminuicdo da liberacdo de
linfécitos T  regulatorios contribuindo para fendmenos relacionados ao
envelhecimento, como o aumento da inflamacéo e da autoimunidade (AGONDI et al.,
2012). Essas alteracdes sao geralmente consideradas como uma deterioracdo da

imunidade, e denominadas imunossenescéncia. Essa imunossenescéncia é a
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responsavel pelo aumento da suscetibilidade a doencgas infecciosas, bem como, pela
origem dos mecanismos biologicos responsaveis pelo estado inflamatério crénico
relacionado a idade, conhecido como “inflammaging”, um estado de atividade
inflamatoria basal resultante de um estresse antigénico crénico ou de uma maior
producdo idiopatica de citocinas pro-inflamatérias, que pode contribuir com o
desenvolvimento das doencas cronicas (TONET, NOBREGA, 2008; AGONDI et al.,
2012).

Em suma, a senescéncia é um processo multifatorial. Dentre os fatores que a
promovem tém-se 0 acumulo de mutacBes que ndo foram resolvidas durante os
pontos de checagem da divisao celular, em especial das mutacdes relacionadas aos
genes do reparo de DNA; encurtamento dos teldmeros; constante segregacao
cromossOmica recorrente da proliferacdo celular para o crescimento dos tecidos;
variacfes numéricas ou estruturais dos cromossomos, além de fatores externos como
o0 estilo de vida adotado (FENECH, BONASSI, 2011). Portanto, atrasar o acumulo de
células senescentes ou reduzir a carga de células senescentes parece estar
associado ao retardo, prevencdo ou alivio de mudltiplas condicdes associadas a
senescéncia e a doencas relacionadas ao processo de envelhecimento. Um fato que
tem instigado pesquisadores a buscar alternativas terapéuticas e intervencdes para
minimizar os efeitos da senescéncia celular no organismo (ZHU et al.,2015; XU et al.,
2018; HICKSON et al., 2019; SACCON et al., 2021).

3.5 Restricédo calorica, envelhecimento somatico e reprodutivo

A RC é uma intervencao dietética caracterizada pela limitacdo do aporte
calorico ingerido sem comprometer a ingestao de nutrientes, ou seja, uma reducao do
namero total de calorias ingeridas que mantém o aporte de macro e micronutrientes
suficientes para atender as necessidades energéticas (SPEAKMAN, MITCHELL,
2011; NAPOLEAO et al., 2021). Diversos estudos tém apontado a RC como uma
estratégia capaz de aumentar a longevidade e a qualidade de vida em diferentes
espécies, incluindo ratos, camundongos, hamsters, caes, peixes, animais
invertebrados e leveduras (MASARO, 2005). Estudos com ratos e camundongos
demonstraram que, restringir a ingestéo de alimentos entre 20 e 40% em relacdo ao
gque € ingerido por animais alimentados a vontade é capaz de aumentar

significativamente a longevidade, retardar a deterioragéo fisioldégica associada a idade
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e, em alguns casos, prevenir doengas comumente associadas a idade (MASARO,
2005; MASARO, 2009; LOPEZ-LLUCH, NAVAS, 2016).

Embora os mecanismos relacionados a extensdo de vida mediada pela RC
ainda ndo se encontrem totalmente elucidados, algumas hip6teses que apontam para
seus efeitos positivos na longevidade sao: reducéo da gordura corporal e sinalizacéo
da insulina, reducédo da producao de ERO e atenuacéo danos teciduais induzidos por
essas espeécies, protecdo contra o envelhecimento associado a deterioracdo do
sistema imune e aumento na expressao de proteinas chaperonas (FONTANA, KLEIN,
2007; GENARO, SARKIS, MARTINI, 2009; PEDROSO, 2013). Esses efeitos da RC
parecem ser em parte, mediados pela regulacdo dos genes envolvidos no reparo
celular, na resisténcia ao estresse e na protecdo contra danos oxidativos, bem como,
por genes responsaveis pela modulagdo na concentragdo de citocinas inflamatorias,
resultando em reducéo da inflamacao sistémica e de baixa intensidade (MASARO,
2005; FONTANA, KLEIN, 2007; GENARO, SARKIS, MARTINI, 2009; PEDROSO,
2013).

Nessa perspectiva, a reducdo da concentracdo de glicose no sangue
ocasionada pela baixa ingestdo de energia proveniente da RC é considerada uma
importante alteracao fisiologica, pois levard a uma diminui¢éo da producédo de insulina
pelas células B do pancreas e, consequentemente, a uma diminui¢cdo do depdsito de
tecido adiposo, principalmente do tecido adiposo branco, um 6rgao endocrino que
produz hormonios ativos em todo o organismo como: resistina, adiponectina e leptina
(KOUBOVA, GUARENTE, 2003; GENARO, SARKIS, MARTINI, 2009). Essas
mudancas enddécrino-metabdlicas parecem estar relacionadas a uma maior
expectativa de vida, uma vez que a RC teria efeitos benéficos sobre a modificacdo da
secrecdo desses hormdnios, melhorando a sensibilidade a insulina em diversos
tecidos (YU et al., 2019; NAPOLEAO et al., 2021). Além disso, a RC também
apresenta efeitos benéficos, reduzindo a liberagcdo aguda das citocinas pro-
inflamatodrias em resposta a endotoxinas e protegendo também da desregulacdo da
producgédo de citocinas pro-inflamatorias pelos leucécitos mononucleares estimulados,
gue estdo relacionados ao envelhecimento e aos processos inflamatorios crénicos
advindos da idade (PEDROSO, 2013).
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O estudo de Ugochukwu e Figgers, (2007) realizado com ratos Wistar machos,
demonstrou que a RC tem efeito sobre a perda de peso corporal e na reducédo na
concentracdo plasmatica de TNF-a e IL-6, atenuando os efeitos relacionados com a
inflamacéo sistémica e de baixa intensidade. Além disso, foi capaz de reduzir as
citocinas inflamatorias (IL-1p3, IL-4 e IL-6) e o TNF-a em ratos diabéticos e, aumentou
os niveis de mediadores antiinflamatérios, como a haptoglobina e niveis de IL-10
(UGOCHUKWU, FIGGERS, 2007). Isto indica que a RC pode prevenir complicacbes
diabéticas por meio da supressao das respostas inflamatorias.

Em aspecto semelhante, a RC também demonstrou beneficios na reducao da
morbidade e mortalidade em primatas. Seus efeitos positivos puderam ser observados
em relacdo a reducédo de peso corporal, composi¢ao corporal, fungéo glicorreguladora
e indicadores séricos de risco para doenga cardiovascular (SCHNEIDER et al., 2017).
Essas descobertas tornam-se interessantes para biologia do envelhecimento humano,
uma vez que os macacos Rhesus compartilham uma identidade genémica bastante
semelhante a humanos, cerca de 93% (BALASUBRAMANIAN, HOWELL,
ANDERSON, 2017; ZIMIN et al., 2014; RHOADS et al., 2018).

Em humanos, a RC e a moderacao na ingestédo alimentar tém sido defendidas
por séculos como uma forma de prevencdo da obesidade, de melhorar a saude e
prolongar a vida (PIPER, BARTKE, 2008). Estudos tém mostrado que, ao longo dos
anos, individuos que praticam varios métodos de RC voluntaria de longo prazo, bem
como participantes de estudos de curto prazo (6 meses) de reducdo estritamente
supervisionada na ingestdo de calorias, demonstraram melhorias significativas na
pressao arterial, lipidios séricos e funcéo vascular. Esses achados sdo compativeis
com uma taxa reduzida de envelhecimento e aumento da expectativa de vida
(HOLLOSZY, FONTANA, 2007; REDMAN et al., 2007). Além disso, a RC também
parece atuar retardando a ocorréncia de doencas cronicas como: arteriosclerose,
cardiomiopatia, diabetes, doencas autoimunes, cancer, doencas de Alzheimer e
Parkinson (GENARO, SARKIS, MARTINI, 2009; WANG et al., 2007; PATEL et al.,
2005)

Por outro lado, alguns estudos também tém se dedicado a avaliar os efeitos da
RC sobre o envelhecimento da reserva ovariana. Estudos com camundongos jovens

demonstraram que uma RC com redugédo de 20 e 40% do ad libitum sem o
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comprometimento da ingestao de nutrientes essenciais, tem sido considerada um bom
método para preservacado da reserva ovariana, por estender a duracdo do periodo
fértil através da inibicdo da transicdo de foliculos primordiais para foliculos primarios
e, consequentemente, adiar o esgotamento folicular (MASARO, 2005; GARCIA,
2019). A RC iniciada na idade adulta em camundongos também demonstrou
resultados positivos em relacéo a retardar o envelhecimento reprodutivo. No estudo
de Selesniemi e colaboradores (2008) foi comprovado que apos 4 meses de RC em
camundongos adultos, a reserva folicular ovariana era duas vezes maior em

comparacao com os controles alimentados ad libitum e pareados por idade.

Além disso, a contagem de foliculos em camundongos fémea submetidas a RC
também apresentou maior nimero total de foliculos, maior proporgcédo de foliculos
primordiais e uma expressao trés vezes maior do que fémeas alimentadas a vontade
do horménio anti-mulleriano (Amh) (SHI et al., 2013), que é um hormonio produzido
nas células da granulosa, utilizado para avaliar a reserva folicular e o envelhecimento
ovariano, sendo considerado um marcador e preditor da menopausa (BROER et al.,
2014). Também foi observado que camundongos submetidos a RC apresentaram
47% mais foliculos primordiais que camundongos submetidos a uma dieta controle,
indicando que a RC é benéfica para a preservacao ovariana (XIANG et al., 2012).
Estes estudos sugerem gque a RC pode reduzir a deplecdo da reserva ovariana por
supressao do recrutamento de foliculos e da ovulacédo (XIANG et al., 2012; SHI et al.,
2013; BROER et al., 2014).

Nesse aspecto, um estudo que investigou os efeitos da ovariectomia
(menopausa induzida cirurgicamente) em ratas sobre as intervencdes de treinamento
resistido (TR), RC e da associacdo de ambos (TR+RC) observou que a ovariectomia
aumentou a pressao arterial sistélica e promoveu resisténcia a insulina (LINO et al.,
2018). No entanto, tanto o exercicio como a RC e sua associa¢gao, preveniram 0
aumento da pressdo arterial sistolica e melhoraram os parametros clinicos e
moleculares, prevenindo o surgimento da hipertensao, melhorando a funcéo vascular,
a resposta insulinica, entre outras alteracdes presentes em ratas ovarectomizadas
(LINO et al., 2018).

De forma geral, estudos com animais e humanos indicam que a RC pode

aumentar a longevidade em modelos animais e atrasar o aparecimento de doengas
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associadas ao envelhecimento. Porém, em relagdo a menopausa a RC destaca-se
mais como uma medida preventiva eficaz, sendo comumente apresentada como uma
alternativa para modificacdo de perfis metabdlicos e bioguimicos, manutencédo do
peso corporal, reducdo da adiposidade visceral e subcutanea, melhora da funcgéao
cardiaca e modulacdo da glicemia e insulinemia (RODRIGUES, 2021; NORMANDIN
et al. 2015; CAMERON et al.,, 2013). Entretanto, vale ressaltar que, ndo foram
encontrados estudos que tenham avaliado os efeitos da RC sobre a alteracoes
metabdlicas e o0 estresse oxidativo em modelos experimentais de menopausa

guimicamente induzida com VCD.

3.6 Senoliticos

Os senoliticos sdo uma nova classe de medicamentos que eliminam
seletivamente as células senescentes ao desabilitar transitoriamente as redes pro-
sobrevivéncia que as defendem contra seu préprio ambiente apoptético (HICKSON et
al., 2019; KIRKLAND, TCHKONIA, 2020). O desenvolvimento dos senoliticos foi
baseado em drogas e produtos naturais que ja eram utilizados para outras indicacdes
em humanos (ZHU et al., 2015; HICKSON et al., 2019). As primeiras moléculas a
serem identificadas como senoliticas em 2015 foram dasatinibe (D), um inibidor da
tirosina cinase em uso clinico nos Estados Unidos desde 2006 e a quercetina (Q), um
flavonoide natural (MYRIANTHOPOULOS, 2018; KIRKLAND, TCHKONIA, 2020). A
combinacado D+Q foi considerada um potente senolitico que melhora véarias condicées
relacionadas a idade, incluindo fragilidade, osteoporose e doencas cardiovasculares
(ZHU et al., 2015; YOUSEFZADEH et al., 2018).

Dentre os senoliticos, a combinacdo de D+Q, mostrou induzir a morte
especificamente em células murinas senescentes e certas células humanas in vitro,
bem como foi capaz de melhorar a funcdo cardiovascular em camundongos velhos,
resisténcia na esteira em camundongos expostos a radiacdo e diminuicdo da
fragilidade, disfuncéo neurolégica e perda 6ssea em camundongos progeroéides (ZHU
et al., 2015). D+Q mostraram-se particularmente promissores na eliminagcdo das
células senescentes (CHANG et al., 2008; Xl et al., 2012; ZHU et al., 2015). Os alvos
moleculares associados aos efeitos senoliticos observados para D+Q foram tirosina
cinases do receptor Eph e da via PISK/AKT, respectivamente (MYRIANTHOPOULOS,
2018).
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A descoberta dessa nova classe de medicamentos abriu caminho para um novo
campo de pesquisa, que visa 0 desenvolvimento de senoterapéutica, ou seja,
medicamentos que podem interferir e retardar o processo de envelhecimento atraves
da modulagédo da senescéncia (MYRIANTHOPOULOS, 2018). Essas descobertas
iniciais com resultados positivos em relacéo aos efeitos senoliticos de D+Q levaram a
novas investigacdes e descobertas de varios outros compostos com 0 mesmo
potencial. E, dentro desse contexto, destaca-se também a fisetina, um flavonoide
natural que compartilha propriedades antioxidantes distintas com uma infinidade de
outros polifendis vegetais que tem potencial como agente antiinflamatério,
guimiopreventivo, quimioterapico e, o0 mais recente deles, senoterapico
(GRYNKIEWICZ, DEMCHUK, 2019).

Estudos com camundongos demonstraram que as drogas senoliticas sao
capazes de aliviar uma série de disturbios em modelos de doencas em camundongos
(ZHU et al., 2015; YOUSEFZADEH et al., 2018). A administracao oral intermitente de
D+Q foi capaz de aumentar a funcdo cardiaca e vascular em camundongos de 24
meses, e reverter parcialmente os declinios relacionados a idade na fracédo de ejecédo
cardiaca, reducao na calcificacdo dos vasos e reducdo da carga de células cardiacas
senescentes (KIRKLAND, TCHKONIA, 2020). O tratamento com D+Q também
aumentou a sensibilidade a insulina em camundongos geneticamente obesos que foi
manifestada por melhorias na tolerancia a glicose e a insulina (PALMER et al., 2019).
Ainda, diminuiram varias complicacdes do diabetes em modelos de camundongos,
como por exemplo, o acumulo de gordura no figado e a consequente cirrose e
insuficiéncia hepética que sdo complica¢des cada vez mais comuns do diabetes e da
obesidade (PALMER et al., 2019; KIRKLAND, TCHKONIA, 2020).

Um estudo com camundongos progeréides e velhos, demonstrou que o
tratamento agudo ou intermitente com fisetina reduziu os marcadores de senescéncia
em varios tecidos, consistente com um mecanismo senolitico (KIRKLAND,
TCHKONIA, 2020). A fisetina também foi capaz de reduzir a senescéncia em um
subconjunto de células no tecido adiposo murino e humano, demonstrando
especificidade do tipo celular. Além disso, reduziu patologias relacionadas a idade e
estendeu a vida média e maxima em camundongos velhos (YOUSEFZADEH et al.,
2018).
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Portanto, frente aos resultados promissores com modelos experimentais,
percebe-se que o0s senoliticos tém potencial para retardar, prevenir ou aliviar uma
série de fenotipos relacionados a idade e doencas crbnicas, incluindo diabetes,
osteoporose, fragilidade, doenca cardiovascular, fiborose pulmonar e cancer, entre
outros (YOUSEFZADEH et al.,, 2018). Essas sao descobertas importantes, pois
destacam o potencial extremamente promissor para esta area nova da terapéutica e
abrem espaco para novas perspectivas investigativas, tanto em relacéo a teste de
novos medicamentos e compostos senoliticos, como para novas aplicabilidades dos
medicamentos com potencial senolitico ja comprovados. Até o momento, as
diferencas na resposta aos senoliticos entre sexos foram pouco exploradas e, ainda
nao ha nenhum estudo que tenha avaliado a diferenca de resposta aos senoliticos em
animais aciclicos em estropausa. Isso fortalece a necessidade de mais pesquisas
relacionadas a estes aspectos e, motiva essa investigacao a buscar se existe efeito
ou beneficios do tratamento com senoliticos para fémeas jovens submetidas a

inducdo quimica da menopausa com VCD.
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Effect of calorie restriction on redox status during chemically induced estropause in

female mice
Abstract

In females there is a continuous decline of the ovarian reserve with age, which results in
menopause in women or estropause in mice. Loss of ovarian function results in metabolic
alterations in mice and women. Based on this, we aimed to evaluate the effect of caloric
restriction (CR) on redox status and metabolic changes in chemically induced estropause in
mice. For this, mice were divided into four groups (n=10): cyclic ad libitum (AL), cyclic 30%
CR, AL estropause, and estropause 30% CR. Estropause was induced using 4-vinylcyclohexene
diepoxide (VCD) for 20 consecutive days in two-month-old females. The CR protocol started
at 5 months of age and the treatments lasted for four months. The CR females gained less body
weight than AL females (p <0.001) and had lower glycemic curves in response to glucose
tolerance test (GTT). The AL estropause females had the highest body weight and body fat,
despite having lower food intake. However, the estropause females on 30% CR lost the most
body weight and had the lowest amount of body fat compared to all groups. The effect of 30%
CR on redox status in fat and liver tissue was similar for cyclic and estropause females.
Interestingly, estropause decreased ROS in adipose tissue, while increasing it in the liver. No
significant effects of CR on redox status were observed. Chemically induced estropause did not
influence the response to 30% CR on glucose tolerance and redox status, however weight loss

was exarcebated compared to cyclic females.

Keywords: menopause, ROS, ovary, aging

Introduction

Reproductive aging in females is characterized by a continuous and progressive decline
of the ovarian reserve and fertility [1,2,3]. In women, as in other mammalian species, the size
of the ovarian reserve is defined at birth, and gradually decreases each cycle, until complete
depletion and the beginning of menopause [4,5]. Mice also experience a progressive decline in
the ovarian reserve with aging, along with increasing irregularities in estrous cycles, until
cessation of cyclicity, known as estropause [5]. Estrogen levels begin to decrease at menopause
in women, as also observed in ovariectomized mice [6,7]. Ovariectomy induced menopause in

rodents also results in various metabolic alterations, such as increased adiposity, changes in
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lipid metabolism, hypertension, insulin resistance, and metabolic syndrome, similar to observed

in women [6,7].

Menopause creates a systemic pro-oxidant state in the body due to reduced estrogen
levels, which has a well-established antioxidant role [8]. Increased reactive oxygen species
(ROS) due to low estrogen levels leads to increased serum concentrations of inflammatory
cytokines and pro-oxidant biomarkers [9]. These changes are linked to the development of
various pathologies after menopause, such as increased frequency of vasomotor symptoms,
increased risk of osteoporosis and cardiovascular diseases [9]. The natural aging process in
males and females also leads to increased inflammation and oxidative stress [9,10,11], however
the extra burden of reduced estrogen in menopausal females can further increase susceptibility
to a variety of age-related pathologies. Therefore, it is important to understand the role of the
ovarian function and aging separately in the redox status.

Among experimental models of menopause in rodents, ovariectomy still is the most
commonly used method. Despite being a functional model, it induces menopause in a more
abrupt manner, unlike what naturally occurs in humans [12]. Additionally, ovarian tissue is lost,
different from the observed during natural menopause. As an alternative, a chemically induced
experimental model using 4-vinylcyclohexene diepoxide (VCD) has been used for menopause
induction in rodents, aiming to mimic the gradual decline of hormone secretion and contribute
to a better understanding of the effects of menopause [12,13]. VCD is an ovotoxic drug that
causes ovarian failure in rodents and has been used as a tool to study the neuroendocrine and
behavioral changes resulting from menopause [12,14]. Its ovotoxic activity accelerates the loss
of primary and primordial follicles, resulting in an endocrine state that closely replicates the
natural menopausal progression seen in humans [15,16]. Interestingly, due to the presence of
the ovarian tissue and enzymes for androgens synthesis [17], androstenedione levels were
identical in VCD and control intact mice, and much higher than for ovariectomized mice [18].
Therefore, it is important to test the effects of different longevity interventions in VCD induced
estropause mouse, which may differ from the responses of ovariectomized mice, and more

closely mimick the postmenopausal state.

In this perspective, calorie restriction (CR) is widely studied dietary intervention to
prevent age-associated decline [19,20,21,22]. Previous data indicated positive effects of CR on
lifespan extension and preservation of the ovarian reserve in different species, associated to a

better biochemical profile, reduction of visceral and subcutaneous fat deposition, and increased
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insulin sensitivity [19,20]. In addition, CR has antioxidant effects and reduces the pro-
inflammatory milieu during aging [21,22]. However, the potential metabolic and oxidative
effects of CR during chemically induced menopause are still poorly explored. Although CR is
considered a strategy to increase lifespan [23,24,25], it is not understood if CR can benefit
females who have already reached end of reproductive life. Based on this, we aimed to evaluate
the effect of CR on body weight, glucose metabolism, and redox status in liver/adipose tissue

of young mice chemically induced to estropause.

Methods
Animals and treatments

This study was approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation from
Universidade Federal de Pelotas (number 20410-2020). Female C57BL/6 mice 2-months-old
were used and kept under controlled conditions of temperature, light, and humidity (22 £ 2 °C,
12-hour light/12-hour dark cycles, and 40%-60% humidity). The chemical estropause induction
protocol was initiated at 2 months of age. Females (n=20) received i.p. injections of VCD (160
mg/kg) diluted in sesame oil for 20 consecutive days [15,26] or placebo (n=20) during the same

period.

Two months after finishing the VCD treatment, acyclicity of the females was confirmed
by vaginal cytology, and the CR protocol was initiated in half of the control group (h=10) and
half of the VCD group (n=10). CR was gradually implemented, with a 10% reduction in the
first week, 20% in the second week, and a 30% reduction compared to the controls, starting
from the third week and maintained for four months. The CR was calculated based on the
average consumption of the previous week in the control groups (cyclic and estropause). Body

weight was evaluated every two weeks.

At the end of the four-month CR treatment, mice were fasted for 4 hours and euthanized
by exsanguination immediately after anesthesia with isoflurane. Mice were dissected and fat,
ovaries, and liver tissue collected. The amount of body fat was determined by weighing the fat

tissue immediately after euthanasia, relative to body weight.

Vaginal Cytology
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Vaginal cytology was performed during seven consecutive days to determine if females
were acyclic, according to previous protocol [27]. For sample collection, a micropipette
containing 10 pL of saline was inserted into the vaginal canal. The fluid obtained was spread
on a slide and stained using rapid panoptic. The slides were observed under a light microscope
to determine the stage of the estrous cycle [27,28]. Mice were considered acyclic if continuously

in the diestrus stage.

Insulin Tolerance Test and Glucose Tolerance Test

The insulin tolerance test (ITT) and glucose tolerance test (GTT) were performed two
and one week prior to euthanasia, respectively. For the ITT, insulin (0.5 1U/kg) was injected
i.p. after a two hour fast. Blood samples to measure glucose levels were collected through a
small incision at the tail tip at 0, 5, 20, and 35 min after insulin injection [29]. For the GTT,
glucose (2g/kg) was administered i.p. after a four hour fast. Blood samples were collected at 0,
15, 30, 60, and 120 min after glucose injection [30]. A glucometer (AccuChek Activ, Roche

Diagnostics®, USA) was used to measure blood glucose levels in both tests.

Follicle Counting

The ovaries were removed from 10% buffered formalin, dehydrated in alcohol, cleared
in xylene, embedded in paraffin, and then cut into 5 um sections using a semiautomatic
microtome (RM2245 38, Leica Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle Upon Tyne, UK). One
out of every six sections was selected and placed on standard histological slide. After drying in
a 56°C oven for 24 hours, the slides were stained with hematoxylin and eosin and mounted with
coverslips and synthetic resin (Sigma Chemical Company®, St. Louis, MO, USA). Images of
the ovarian sections were captured using microscope (Nikon Eclipse E200, Nikon Corporation,
Japan) with 4x, 10x, and 40x objectives. Follicles with clearly visible oocyte nuclei were
quantified. The number of follicles counted was divided by the total number of sections for

each ovary. The follicle classification protocol was based on Myers et al. (2004) [31].



40

Oxidative stress parameters

The liver tissue was homogenized (1/10 wi/v) using a 20 mM sodium phosphate buffer,
pH 7.4, containing 140 mM KCI. The adipose tissue was homogenized (1/10 w/v) using RIPA
buffer, pH 7.5, containing 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, and 150 mM EDTA. The
homogenates were centrifuged at 3500xg using a centrifuge at 4°C for 10 minutes and

supernatants were collected and used for oxidative stress analysis.

Reactive Oxygen Species (ROS)

The quantification of ROS levels was determined by the oxidation of DCFH-DA to
fluorescent 2',7'-dichlorofluorescein (DCF). Briefly, the DCF fluorescence intensity was
measured at excitation wavelengths of 525 nm and 488 nm, 30 minutes after the addition of
DCFH-DA to the homogenate. ROS formation was expressed as pmol DCF/mg of protein [32].

Total Thiol Content

The total thiol content was determined by the reduction of DTNB by thiols and the
subsequent oxidation (disulfide) to form a yellow-colored derivative compound (TNB), which
was measured at 412 nm using a spectrophotometer. The results were expressed as nmol
TNB/mg of protein [33].

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS)

Lipid peroxidation was determined by estimating the formation of malonaldehyde
(MDA). TBA and trichloroacetic acid were added to the supernatant for the reaction. TBARS
levels were quantified by measuring the absorbance at 535 nm, and reported as nmol
TBARS/mg of protein [34].
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Nitrites

The nitrite was measured with sulfanilamide and N-1-naphthylethylenediamine
dihydrochloride (NED), using the Griess reaction. The absorbance was measured at 540 nm.

The results were expressed as uM nitrite/mg of protein [35].

Catalase (CAT) Activity

The catalase activity was measured according to Aebi [36]. This assay is based on the
decomposition of H202 at 240 nm. CAT activity was reported as units/mg of protein.

Superoxide Dismutase (SOD) Activity

Superoxide dismutase activity was measured based on the inhibition of adrenaline auto-
oxidation at 480 nm. Total SOD activity is expressed as units/mg of protein [37].

Protein Determination

For SOD, CAT, TBARS, and total thiol content, protein was measured using the method
described by Lowry et al. [38], and for ROS and nitrite, protein was determined according to
Bradford [39].

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8.4. Repeated measures
ANOVA was used for the analysis of body weight, ITT, and GTT. Two-way ANOVA was used
for the analysis of other variables (body weight gain, follicle count, glucose and oxidative stress

parameters). P values lower or equal than 0.05 were considered statistically significant.

Results

The AL estropause females had the highest body weight. In general, the CR groups had

lower body weight compared to AL groups, and CR estropause females had the lowest body
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weight (Figure 1a). However, when analyzing body weight gain only after the start of CR, no
significant difference was found between the cyclic and estropause groups. A clear reduction
in body weight gain was evident in both groups subjected to CR, as expected (Figure 1b).
Despite increased body weight gain, the estropause females had lower food intake than cyclic
controls (Figure 1c). Additionally, the CR estropause females had the lowest percentage of body

fat (Figure 1d), in agreement with the more severe reduction in body weight in this group.
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Fig. 1 a) Body weight of females from the start of VCD injection to the end of the experimental
period; b) Body weight gain during the period of calorie restriction from 5 to 9 months of age.
c¢) Food intake/mice/day during the period of calorie restriction from 5 to 9 months of age. d)

Relative amount of body fat at the time of euthanasia

In the GTT, AL estropause females had a higher glycemic index compared to the other

groups (Figure 2a). Overall, the glycemic curves of CR females were lower than AL females
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as expected (Figure 2b). There was no difference in insulin tolerance (Figure 2c¢) and the rate

of glucose decay in response to insulin (Figure 2d).
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30% CR estropause

Regarding ovarian activity, we observed a reduction in the number of follicles at all
stages of development in estropause females compared with cyclic controls (Figure 3a-f). This
supports the effectiveness of estropause induction with VCD in these groups. Additionally, all
VCD injected females were acyclic before the start of CR, as confirmed by vaginal citology.

CR cyclic female tended to have more primordial and transition follicles (Figure 3a and b).
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Regarding oxidative stress parameters, we observed that estropause females had a

decrease in ROS levels (Figure 4a) and an increase in nitrite levels (Figure 4b) in adipose tissue.

Females subjected to CR had an increase in sulfhydryl levels in adipose tissue (Figure 4d).

Interestingly, CR estropause females had reduction in CAT activity in adipose tissue compared

to AL estropause females (Figure 4f). There were no differences in TBARS levels (Figure 4c)

or SOD activity in adipose tissue (Figure 4e). In the liver, only a slight increase in ROS levels

was observed for estropause females (Figure 5a). No differences were found for nitrite (Figure
5b), TBARS (Figure 5c¢), sulfhydryl (Figure 5d), SOD (Figure 5e) and CAT activity (Figure

5f),
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estropause and 30% CR estropause
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Discussion

We observed that VCD induced an estropause state in females, as evidenced by the the
severe reduction in preantral follicles and absence of tertiary follicles. Previous studies in
rodents using VCD had shown depletion of small pre-antral follicles [12,40,41]. The VCD-
induced follicular depletion in rodents is due accelerated atresia of primordial and primary
follicles [12,41,42]. We also observed through vaginal cytology that the estropause state was
established two months after the end of VCD treatment, when females exhibited a pattern of
acyclicity and remained in diestrus. This is in line with previous reports suggesting estropause
initiates between two and three months after the end of VCD injections [12,15,41]. Therefore,

the CR intervention was started only after estropause was fully established.
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Females in estropause had increased body weight gain over time compared to cyclic
females. This increased body weight during estropause is consistent with previous studies in
mice receiving standard chow [14,43,44]. Previous studies also observed increased body weight
gain in ovariectomized mice [43]. Despite increased body weight gain, females in estropause
had lower food intake compared to cyclic females. It was previously observed that loss of
ovarian function led to decreased 24-hour energy expenditure without changes in the energy
intake pattern [43]. Therefore, our data furter reinforces that loss of ovarian activity can indeed
reduce energy expenditure, since even with lower food intake, estropause females were heavier
than their cyclic controls. This suggests metabolic adaptations that could hinder the response to

diets such as CR, hence our hypothesis for this study.

Our results revealed a more intense weight loss in estropause compared to cyclic
females. Levels of 25% to 40% of CR have been pointed out to increase longevity in several
species [23,24]. Although the mechanisms related to lifespan extension mediated by CR are not
fully elucidated, there is a strong relationship with changes in energy metabolism, oxidative
stress, insulin sensitivity and inflammation [45, 46]. The effects of CR seem to be also partly
mediated by increased cellular repair, stress resistance, and protection from oxidative damage
[24]. However, there is no data regarding the effects of CR in chemically induced estropause in
rodents, only ovariectomy. An intense CR (50%) in rats starting at weaning mitigated the effects
of ovariectomy in body weight gain [19]. However, ovariectomization occurred at 90 days of
age, after the beginning of CR, suggesting that CR has beneficial effects when initiated before
ovariectomy. This is unlike our study, where CR initiated after the establishment of the
estropause state. In another study CR was initiated after ovariectomization in rats. As expected,
ovariectomized rats exhibited the highest body weight, while 50% CR reduced body weight
compared to ovariectomized controls [47]. Ovariectomized females display increased rate of
body weight change compared with intact females [48], which seems to be due increased feed
efficiency, as rats gain weight even without an increase in food intake [49]. This is similar to
our observations, and raises an interesting question regarding the effects of CR on estropause
females, as it had the most pronounced reduction in body weight compared to its AL
estroupause couterparts. Despite increase feed efficicency these females have increase response
to CR, suggesting a different metabolic adaptation to food shortage and fasting promoted by
this strategy. Further studies are needed to clarify these questions and point for a potential role

of ovarian tissue in aging, independent of ciclicity.
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Estroupause females showed the most significant reduction in body fat in response to
CR. A previous study observed that both VCD-treated and cyclic mice receiving a high-fat diet
exhibited a significant increase in body fat compared to mice on a standard diet [14]. However,
estropause females accumulated less body fat than cyclic females on a high-fat diet [14]. This
is similar to our current data, which shows that estropause females did not had increased body
fat. Nevertheless, others observed that ovariectomized females had a higher volume of both
subcutaneous and visceral fat compared to intact females [50]. Transdermal estradiol
replacement was able to reduce both subcutaneous and visceral body fat in ovariectomized
females [50], as was the transplantation of young ovarian tissue in naturally estropausal
females, even without increased estradiol levels [51]. Therefore, further studies are needed to
confirm the role of CR on fat accumulation in response to reduced estradiol levels in the

absensce or presence of the ovarian tissue.

The glucose tolerance tests indicated lower tolerance in the AL estropause females.
Similarly, reduced glucose tolerance was observed in VCD-treated mice on a standard diet [21].
This lower glucose tolerance may be associated with the reduction of estrogen levels in
menopause, both in rodents and humans [14,51], and the protective effect of estrogen
replacement in postmenopause women [14,52,53,54]. On the other hand, CR females had
higher glucose tolerance regardless of estropause. This is consistent with previous studies
suggesting improved glucose tolerance and insulin sensitivity in ovariectomized females
undergoing 40% CR for 30 days [55]. It is worth noting that insulin sensitivity appears to
decrease with age in mice, as shown by several studies. However, as our study used young mice
to minimize the confouding effects of age, this may differ from other CR studies using much
older mice. Older estropausal-aged mice that received young ovarian tissue transplants
displayed improved glucose tolerance compared with age-matched controls [56], further
confirming the role of young ovaries in glucose tolerance. It is possible that age may have a

more significant effect than cyclicity in females regarding insulin sensitivity.

Oxidative stress is associated with the aging process and age-related diseases such as
cancer [57,58], neurodegeneration [59,60], cardiovascular diseases [61,62], and diabetes [63],
and CR is considered a protective factor against oxidative stress-related diseases [55]. Despite
this, we observed that CR had very minor effects in liver and adipose tissue redox status. We
even observed that CR increased sulfhydryl levels and reduced CAT activity in adipose tissue
of estropausal females, indicating a negative effect on the redox balance. This is surprising, as

studies indicate that redox status in adipose tissue is related to the presence of excess adipose
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tissue, which is a source of pro-inflammatory cytokines and chronic inflammation [63,64]. No
effects of CR on liver redox status were observed. However, estropause overall reduced ROS
levels and increase nitrite in adipose tissue. In the liver, estropause slightly increased ROS
levels. Ovariectomized rats have lower CAT activity than their intact couterparts in adipose
tissue, suggesting reduced antioxidant defense [65]. This is in contrast with our findings, since
we observed a reduction in ROS levels in adipose tissue of estropause females. However, we
did observe increased nitrite levels and a tendency for increased sulfidryl levels in estropause
mice, suggesting impaired redox state in this tissue. However, in our study females retained
ovarian tissue, which closely associated to what is observed in women than ovariectomy. The
presence of the ovarian tissue, even depleted of follicles, may have beneficial effects on redox
status [66]. In the liver, we observed only a modest increase in ROS levels in estropause
females. Increased ROS production is associated with aging and the estrogen reduction
resulting from menopause can further reduce antioxidant defenses [9]. Others also indicate a
reduction in liver antioxidant defenses after estropause in mice, suggesting an effect more
related to reproductive function than age itself [66]. In line with these findings, another study
did not observe changes in TBARS and CAT levels in liver of young ovariectomized rats [67].
Reduction in TBARS content was observed in the liver of ovariectomized mice under 40% CR,
suggesting a reduction in oxidative stress [49]. It is noteworthy that we observed opposite
behavior regarding ROS levels between adipose and hepatic tissue in response to estropause,

suggesting tissue specific adapatations.

Although some studies suggest that menopause creates a pro-oxidant systemic state due
to decreased estrogen production, we did not observe that chemically induced estropause
potentiated oxidative damage in liver and adipose tissue significantly. We did not observe that
CR had different effects on cyclic or estropausal females, except for greater weight loss and
reduction in body fat. Glucose tolerance was impaired in estropausal females but was not
differentially affected by CR. There is a clear need for further investigation into the effects of
CR and other longevity-promoting interventions in estropause-induced female mice retaining

the ovarian tissue.
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Effect of senolytic drugs on chemically induced estropause in young female

mice
Abstract

The loss of ovarian function due to depletion of the follicular reserve results in
menopause in women or estropause in mice. Menopause leads to metabolic changes
and development of chronic diseases associated with the process of aging and cellular
senescence. Based on this, our aim was to evaluate metabolic responses in young
female mice chemically induced to estropause to senolytic drugs. For this, the mice
were divided into three estropause groups and three cyclic groups, which received:
placebo, fisetin and a combination of dasatinib and quercetin (D+Q). Estropause was
induced with 4-vinylcyclohexene diepoxide (VCD) for 20 consecutive days in two-
month-old females. The treatment protocol with senolytics began at five months of age
and treatments lasted six months. Females in estropause gained more body mass than
cyclic females. Estropause did not affect insulin sensitivity, lipid profile, liver enzymes,
albumin, globulins or total proteins, regardless of senolytic treatment. The effect of
senolytic treatments on redox status in adipose and hepatic tissue was similar in cyclic
and estropause females. However, estropause decreased catalase (CAT) activity in
adipose tissue in all groups. Fisetin reduced ROS levels in the hepatic tissue of
estropause females compared to placebo cyclic and estropause females. Estropause
and treatment with senolytics did not influence senescence-associated beta-
galactosidase activity in adipose and hepatic tissues. However, estropause females
had the increased senescent cells markers compared to cyclic females, reinforcing the
ovotoxic and local effect of VCD in the ovary. However, senolytic treatment did not
decrease ovarian senescence induced by estropause. Overall our current data suggest
that estropause was associated to little metabolic changes in young females and that
senolytics had no protective effects. Changes in senescence markers were restricted
to the ovarian tissue of females induced to estropause and not reversed by senolytic

therapy.

Keywords: menopause, senescence, VCD, oxidative stress.
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1. INTRODUCTION

Reproductive aging is characterized by the continuous and progressive decline
of the ovarian reserve until its complete depletion and the onset of menopause
[Broekmans, et al. 2009; Finch, 2014; Cavalcante et al., 2023]. Menopause results in
decreased estrogen levels, leading to metabolic changes such as body weight gain,
increased adiposity, dyslipidemia, increasing the risk for osteoporosis and
cardiovascular diseases [Selbac et al., 2018; Bitto et al., 2009; Lizcano, Guzman,
2014]. Some studies suggest that menopause generates a pro-oxidant state in the
body, due to a reduction in antioxidant capacity [Doshi, Agarwal, 2013; Bourgonje et
al., 2020; Secomandi et al., 2022], which may also contribute to metabolic changes. In
mice, cessation of cyclicity, or estropause, can be chemically induced by 4-
vinylcyclohexene diepoxide (VCD), an ovotoxic drug that causes ovarian failure, similar
to the gradual process of follicle loss observed in peri-menopausal women [Chen et
al., 2014; Romero-Aleshire et al., 2009].

Cellular senescence is a response to endogenous and exogenous stressors
during aging, aiming to inhibit proliferation of aged or damaged cells, resulting in a
state of permanent cell cycle arrest [Calcinotto et al., 2019; Secomandi et al., 2022].
Senescence plays important physiological roles for tissue homeostasis and tumor
suppression [Hanahan et al, 2011; McHugh, Gil, 2018; Secomandi, 2022; Kudlova et
al., 2022]. However, the accumulation of senescent cells during aging can generate
chronic a low-grade inflammation [Song et al., 2020], as senescent cells secrete a
variety of pro-inflammatory chemokines, cytokines, and interleukins, known as the
senescence-associated secretory phenotype (SASP). This accumulation of senescent
cells and the associated pro-inflammatory profile can trigger tissue dysfunction and
age-related chronic diseases [Secomandi et al., 2022; Kudlova et al., 2022]. However,
little is known about the role of senescence in the pathogenesis of diseases in females

after estropause.

In this context, drugs with senolytic potential have been used to promote
selective clearance of senescent cells [Kudlova et al., 2022; Yousefzadeh et al., 2018;
Xu et al., 2018]. Among these, fisetin and a combination of dasatinib and quercetin
(D+Q) were shown to delay age-associated disorders and increase lifespan of rodents
[Baker et al., 2011; Yousefzadeh et al., 2018; Xu et al., 2018]. Our studies also indicate
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that D+Q treatment can reduce senescent cell markers in mice ovaries [Hense et al.,
2022]. However, it is necessary to understand whether the effects of estropause can
be prevented by senolytic drugs. Therefore, we aimed to evaluate the response of

young females induced to estropause to senolytic drugs.

2 METHODS
2.1 Animals and treatments

This study was approved by the Universidade Federal de Pelotas Animal
Experimentation Ethics Committee (018232/2021-13). Female C57BL/6 mice were
kept under controlled conditions of temperature (22 + 2 °C), light (12-hour light/12-hour
dark cycles) and humidity (40%-60%). The chemical estropause induction protocol was
initiated in 60 days old females (n=33) receiving i.p. injections of VCD (160 mg/kg)
diluted in sesame oil for 20 consecutive days [Brooks et al., 2016; Lohff et al., 2005;
Romero-Aleshire et al., 2009; Avila et al., 2023]. Control females (n=27) received i.p.

injections of vehicle during the same period.

Estropause was confirmed by vaginal cytology at 5 months of age and the
treatment with senolytics was started two weeks later. Estropause and cyclic female
mice were divided into three groups each: placebo, fisetin and D+Q. The treatment
was performed via gavage once a month for 3 consecutive days, during 6 months. The
doses were 100mg/kg of body weight for fisetin [Yousefzadeh et al., 2018] and 5mg/kg
of dasatinib and 50 mg/kg of quercetin [Xu et al., 2018]. Both treatments were diluted
in the vehicle composed of ethanol, PEG 400 and Phosal. Mice in the placebo groups
received 100 pL of vehicle via gavage.

In the week before euthanasia mice were subjected to an insulin tolerance test
(ITT). At the end of the experiment mice were fasted for 4 hours, subjected to
anesthesia with isoflurane and euthanized by exsanguination. Mice were dissected to
remove ovarian, fat and liver tissues, which were flash frozen in nitrogen and stored in
at -80° C. Ovarian tissue was also preserved in formaldehyde for histological analysis.
Abdominal body fat was dissected and weighed on a precision scale immediately after

euthanasia.
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2.2 Vaginal cytology

Vaginal cytology was performed daily during one week to observe if females
were already in estropause, according to the previous protocol [McLean et al., 2012].
For the vaginal cell sample collection, a micropipette was positioned at the opening of
the vaginal canal to perform a lavage. The vaginal lavage was placed on a slide and
stained using rapid panoptic. The slides were observed under an optical microscope

to verify estrous cycle stage of each mice [McLean et al., 2012].
2.3 Insulin Tolerance Test (ITT)

The ITT was performed by injecting insulin (1 1U/kg of body weight) i.p. after two
hours fasting. Blood was collected through a small incision at the tip of the tail to check
blood glucose levels with a glucometer (AccuChek Activ, Roche Diagnostics®, USA)

at the following times: 0, 15, 30 and 60 minutes after insulin injection [Fang et al., 2013].
2.4 Follicle count

The ovaries were removed from 10% buffered formalin, dehydrated in alcohol,
cleared in xylene and embedded in paraffin and were sequentially cut at a thickness
of 5um on a semi-automatic microtome (RM2245 38, Leica Biosystems Newcastle Ltd,
Newcastle Upon Tyne, UK) . One in every six sections were selected and placed on
slides. After drying in an oven at 56°C for 24 hours, the slides were stained with
hematoxylin-eosin and mounted with coverslips and synthetic resin (Sigma®, St. Louis,
MO, USA). The images of the ovarian sections were captured by a digital camera
(Moticam 5.0, Motic®, Hong Kong, China) coupled to a microscope (Nikon Eclipse
E200, Nikon Corporation, Japan), using 4, 10 and 40X objectives. Follicles with clearly
visible oocyte nuclei were quantified. The final number of follicles was divided by the

total number of sections from each ovary [Myers et al., 2004].
2.5 Biochemical Analysis

Blood samples were collected at euthanasia and centrifuged at 1500 xg to
separate serum. Serum samples were evaluated for concentrations of total cholesterol
(TC), total globulins, high-density cholesterol (HDL), triglycerides (TRI), albumin (ALB),
total proteins (PT), alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase
(AST) using commercial kits (Bioclin, Belo Horizonte, Minas Gerais and Labtest Virtue

Diagnostic, Lagoa Santa, Minas Gerais) in an automated biochemical analysis



63

equipment (Cobas Mira S, Roche®, Basel, Switzerland) [lanisk et al, 2023]. The
concentration of very low-density lipoprotein cholesterol (VLDL) and low-density

lipoprotein (LDL) were calculated using the Friedewald equation [Motta, 2009].
2.6 Oxidative stress and senescence parameters

Liver tissue was homogenized (1/10 w/v) using 20 mM sodium phosphate buffer
(pH 7.4) containing 140 mM KCI. Adipose tissue was homogenized (1/10 w/v) using
RIPPA buffer (pH 7.5) containing 50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl and 150 mM EDTA.
The homogenates were centrifuged at 3500 g at 4°C for 10 minutes and the

supernatants used in oxidative stress analysis.
2.6.1 Reactive oxygen species (ROS)

ROS levels were determined by oxidation of DCFH-DA to fluorescent 2',7'-
dichlorofluorescein (DCF). DCF fluorescence intensity was recorded at 525 and 488
nm excitation 30 min after addition of DCFH-DA to the medium. ROS formation was

expressed as pmol DCF/mg protein [Ali et al., 1992].
2.6.2 Total sulfhydryl content

The total thiol content was determined by the reduction of DTNB by thiols,
forming a derivative compound (TNB), which absorption is measured in the
spectrophotometer at 412 nm. The results were expressed as nmol TNB/mg protein
[Aksenov, Markesbery, 2001].

2.6.3 Substances reactive to thiobarbituric acid (TBARS)

Lipid peroxidation was determined by estimating MDA formation. TBA and
trichloroacetic acid were added to the supernatant for the reaction. TBARS levels were
quantified with absorbance at 535 nm and reported as nmol TBARS/mg protein

[Esterbauer, Cheeseman 1990].
2.6.4 Nitrites

The nitrite reaction was performed with sulfanilamide and N-1-
naphthylethylenediamine dihydrochloride (NED), wusing the Griess reaction.
Absorbance was measured at 540 nm. The results were expressed as uM nitrite/mg
protein [Stuehr, Nathan 1989].
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2.6.5 Catalase activity (CAT)

CAT activity was measured based on the decomposition of H202 at 240 nm.

CAT activity was reported as units/mg protein [Aebi,1984].
2.6.6 Superoxide dismutase (SOD) activity

SOD activity was measured based on the inhibition of superoxide-dependent
adrenaline auto-oxidation by SOD in the sample at 480 nm. SOD activity is expressed

in units/mg of protein [Misra, Fridovich 1972].
2.6.7 Analysis of senescence-associated beta-galactosidase (SA-BGAL) activity

The analysis of SA-BGAL activity was performed in hepatic and adipose tissue
through spectrophotometry using the mammalian beta-galactosidase assay kit
(Mammalian beta Galactosidase Assay Kit, ThermoScientific™) following the

manufacturer's recommendations.
2.6.8 Protein Determination

Protein was measured using the BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific™),

according to the manufacturer's instructions. The, SA-BGAL activity was quantified
2.7 Lipofuscin Analysis

Lipofuscin analysis was performed with the Sudan Black (SB) dye according to
the protocol adapted from Evangelou and Gorgoulis (2017). After preparing the SB
solution, the slides were prepared by immersion in decreasing concentrations of xylene
and ethyl alcohol and, subsequently, stained with the SB dye. After drying, the slides
were mounted with a coverslip in 40% TBS glycerol. Images of the ovarian sections
were captured by a digital camera (Moticam 5.0, Motic®, Hong Kong, China) coupled
to a microscope (Nikon Eclipse E200, Nikon Corporation, Japan), using 4 and 10X

objectives and quantified with the Image J Software.
2.8 Collagen analysis

Collagen analysis was performed using the Picrosirius Red (PSR) dye, which is
specific for collagen fibers type | and Il [Briley et al. 2016]. After preparing the PSR
solution, slides were deparaffinized by immersion in decreasing concentrations of

xylene and ethyl alcohol and stained with the PSR dye. For PSR staining, slides were
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immersed in a PSR staining solution prepared by dissolving Sirius Red F3BA (Direct
Red 80, Cl 357.82, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in a saturated agueous solution of
picric acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) at 0.1% w/v. All slides were processed
simultaneously to minimize variation in staining intensity by the automated sample
preparation system (ST5020, Leica Biosystems). After drying, the slides were mounted
with a coverslip in 40% TBS glycerol. Images of the ovarian sections were captured by
a digital camera (Moticam 5.0 Motic®, Hong Kong, China) coupled to a microscope
(Nikon Eclipse E200, Nikon Corporation, Japan), using a 10X objective and quantified

with the Image J Software.
2.9 Immunofluorescence

Ovarian sections were deparaffinized with xylene and rehydrated with graded
alcohols. The anti-CD68 monoclonal antibody (ab955, Abcam, Cambridge, United
Kingdom) was diluted in 1.5% BSA solution [Skaznik-Wikiel et al., 2016] at 1:400
dilution. Anti-Lamin B1 (ab133741, Abcam) was also diluted in 1.5% BSA solution and
used at 1:1000 dilution (Guo et al., 2014). Antigen retrieval was performed for 3 min at
boiling point in citrate solution (pH 6.0). Nonspecific background staining was reduced
by covering tissue sections with 10% BSA and 7% goat serum. The slides were
incubated overnight with the primary antibody in a humid chamber at 4°C, for 1 h with
secondary antibody Alexa Fluor® 488 (ab150077, Abcam) and for 3 min with DAPI
(Invitrogen, Carlsbad, USA). Slides were mounted with a drop of mounting medium
(Fluoroshield, Sigma-Aldrich, St Lois, USA) under coverslips. For analysis of CD68
and LB1, an area of each section (1 section/mouse) was acquired at 100x
magnification using a confocal laser scanning microscope (Leica TCS SP8).
Sequential scanning was employed using the 488 nm laser to visualize Alexa 488 and
the 405 nm UV lasers to visualize DAPI staining. Fluorescence intensity was calculated
using Image J® software to calculate the proportion of positive staining in each ovarian

section.
2.10 Statistical Analysis

Statistical analyzes were performed using Graphpad Prism 8 software.
Repeated measures ANOVA was used for body weight and ITT analysis. Two Way

ANOVA was wused for analysis of continuous variables (follicle count,
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biochemical/immunofluorescence and oxidative stress). Values of P < 0.05 were

considered as statistically significant.

3 RESULTS
Weight and metabolic parameters

Females in estropause had greater body mass (Figure 1a) and greater body
mass gain after estropause (Figure 1b) compared to cyclic females. Despite the
increase in body weight gain, there was no difference in fat content between mice in
estropause and cyclic controls (Figures 1c). Senolytic treatment did not affect the body

mass gain of mice in estropause.
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Fig. 1 — a) Body mass of females from the start of VCD injection to the end of the

experimental period; b) body weight gain during the period of senolytic treatment from

5 to 11 months of age; c) Abdominal adipose tissue relative to body mass content.

There was no difference in insulin tolerance (Figure 2a), basal glucose levels

(Figure 2b), and the rate of glucose decay in response to insulin (Figure 2c) between

cyclic and estropause females or in response to senolytic drugs.
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Fig. 2 — a) Glucose levels during the insulin tolerance test (ITT); b) basal blood glucose

levels; c) glucose decay constant during the first 15 min of the ITT.

No significant differences were found in serum levels of liver enzymes, albumin,
globulins or total proteins between estropause and cyclic females, regardless of
treatment. Serum HDL levels were higher in cyclic females receiving fisetin compared
to cyclic placebo females (p<0.001). Albumin was lower in estropause compared to

cyclic females (p=0.02).
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Tab. 1 — Serum biochemical parameters of cyclic and estropause females treated with senolytics dasatinib and quercetin (D+Q) or

fisetin (FIS).
Parameter Cyclic Estropause P value
PLA FIS D+Q PLA FIS D+Q
Treatment VCD Interaction
Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM
TC 1132 104 1277 14.7 1278 58 1248 9.7 106.1 124  128.8 8.5 0.52 0.73 0.30
HDL 36.8% 38 531b- 43 425ab 1.7 46.4 42 400® 39 417® 3.0 0.34 0.64 0.01
ab

LDL 629 111 595 14.0 67.5 6.1 62.4 9.9 500 125  69.8 6.3 0.40 0.76 0.83

VLDL 135 28 15.1 1.8 17.8 2.1 160 14 16.1 1.9 17.3 0.9 0.30 0.51 0.70
TG 67.4 142 756 9.2 89 10.4 802 7.2 80.3 9.6 86.3 4.6 0.30 0.51 0.70
Albumin 25  0.07 2.4 0.1 2.5 0.1 2.2 0.1 2.1 0.2 2.3 0.07 0.52 0.02 0.73
Total 33 0.2 3.1 0.2 33 0.2 3.4 0.3 3.2 0.3 33 0.2 0.64 0.66 0.97

globulins
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Total 5.8 0.2 5.5 0.2 5.8 0.2 5.6 0.3 5.3 0.2 5.7 0.2 0.25 0.34 0.98
proteins
ALT 430 4.1 38.2 2.2 37.4 1.9 39.1 24 39.8 2.9 40.9 26 0.71 0.86 0.38
AST 2543 245 2114 134 1839 22.6 2111 183 2177 219 2273 14.6 0.37 0.89 0.09

PLA (placebo); FIS (fisetin); D+Q (dasatinib +quercetin); VCD (4-vinylcyclohexene diepoxide); TC (total cholesterol); HDL (HDL cholesterol); LDL (LDL

cholesterol); VLDL (VLDL cholesterol); TG (triglycerides); ALT (alanine aminotransferase); AST (aspartate transferase).
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Redox status and cellular senescence in adipose and hepatic tissue

Estropause females had reduced CAT activity in abdominal adipose tissue
compared to cyclic controls (Figure 3d). There was no difference in adipose tissue
ROS (Figure 3a), SH (Figure 3b), nitrites (Figure 3c) and SOD activity (Figure 3e). In
the hepatic tissue, ROS levels were reduced in senolytic treated females (Figure 4a).
No differences were found for hepatic tissue nitrite (Figure 4b), SH (Figure 4c), SOD
(Figure 4d) or CAT activity (Figure 4e). There was no difference in SA-B-gal activity in
adipose (Figure 5a) and hepatic tissue (Figure 5b) between cyclicity status or in

response to senolytic treatment.
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Fig. 3 — Redox status in adipose tissue. a) Reactive oxygen species (ROS); b)
sulfhydryl (SH); c) nitrites; d) catalase (CAT) activity; e) superoxide dismutase (SOD)
activity.
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sulfhydryl (SH); c) nitrites; d) catalase (CAT) activity; e) superoxide dismutase (SOD)

activity.
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Ovarian activity and senescence

The number of ovarian follicles reduced at all stages of development in
estropause compared to cyclic females (Figure 6 a-f). This confirms the effectiveness
of the estropause induction protocol with VCD in these groups. All females injected
with VCD were acyclic before starting treatment with senolytics, as confirmed by
vaginal cytology. Cyclic females, regardless of treatment, had similar number of

follicles in all stages of development (Figure 6 a-f).
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f) total follicles per ovarian section.

The percentage of cells positive for lipofuscin in the ovary was higher in
estropause compared to cyclic females, with no effect of the senolytic drugs (Figure
7a). The percentage of lamin-B1 positive cells was reduced in the ovaries of
estropause compared to cyclic females (p<0.001, Figure 7b), also with no treatment
effect. No difference was observed for macrophage infiltration (Figure 7c) and fibrosis
(Figure 7d) between cyclicity status and senolytic drug treatment.
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Fig. 7 — Markers of cellular senescence in the ovary a) percentage of lipofuscin positive
cells; b) percentage of lamin B1 positive cells; c) percentage of CD68 poistive cells; d)
percentage of PSR staining. Ovarian images representative of each group as follows:
1) cyclic placebo, 2) cyclic fisetin, 3) cyclic D+Q, 4) estropause placebo, 5) estropause

fisetin, 6) estropause D+Q.

4 DISCUSSION

Treatment with senolytic drugs have been investigated for its therapeutic
potential to selectively clear senescent cells in different tissues, reducing inflammation
and improving health and lifespan [Musi et al., 2018, Kathoon et al.,2021; Bussian et
al., 2018; Fang et al., 2023]. However, the effectiveness of these drugs when used at
young ages is controversial and seem to be sex specific [Fang et al., 2023; Gao et al.,
2023]. In our study, treatment with fisetin or D+Q did not affect most metabolic
responses in females induced to estropause compared to cyclic controls, despite
increased markers of senescence being observed in the ovarian tissue of estropause
females. Estropause females had increased body mass over time when compared to
cyclic controls, corroborating with our previous study, when body mass was increased
in estropause females even with lower food intake [Avila et al., 2023]. However, others
only observed significant body mass gain in estropause females fed a high-fat diet
[Romero -Aleshire et al., 2009], which suggests that estropause alone does not induce
many metabolic changes. Senolytic treatment also did not affect body mass gain of
estropause females. A previous study that evaluated the senolytic potential of D+Q
and fisetin in cyclic young females and males only observed beneficial effects in males
[Fang et al., 2023]. In females, treatment with D+Q induced increased body mass gain
and greater fat deposition, however, no differences were observed for fisetin treated
females [Fang et al., 2023]. This suggests us that the use of senolytic drugs in young
females needs to be better understood, as in addition to age, factors such as cyclicity,

seems to affect the response to these drugs.

Regarding metabolic parameters, no significant differences were observed
between estropause and cyclic females for body fat, insulin sensitivity, glycemia, lipid
profile, liver enzymes, albumin, globulins or total proteins. An increase in HDL levels

was observed in cyclic females treated with fisetin when compared to cyclic controls,
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but no effects of senolytics were observed for other parameters. We previously
observed no difference in body fat content between estropause and cyclic females
[Avila et al., 2023]. Similarly, a previous study only observed increased body fat and
lower insulin sensitivity in estropause females on high-fat diet [Romero-Aleshire, 2009,
Avila 2023]. This further suggests external influences, such as the type of diet, have a
main role on metabolic changes induced by estropause. Previous studies show an
increased cholesterol level in estropause females, even when fed standard chow
[Romero-Aleshire, 2009], which was not observed in this study. Further studies on
metabolic and biochemical changes in estropause females are needed to understand
how cyclicity status can influence serum lipid levels and insulin sensitivity under

different diets.

Estropause decreased CAT activity in adipose tissue in our study. CAT activity
is pivotal in the antioxidant defense system [Barbosa et al., 2010], and its reduction
can disrupt adipose tissue redox state. Similarly, a study with ovariectomized rats
found reduction in CAT activity in adipose tissue compared to intact controls
[Lissarassa et al., 2020]. Despite this, other oxidative stress parameters in adipose
tissue do not indicate a difference between cyclic and estropause females. In the
hepatic tissue, we also observed that most parameters were not different between
cyclic and estropause females nor affected by senolytics. Fisetin decreased hepatic
ROS levels in estropause females compared to the estropause placebo and even to
cyclic females, indicating a slight benefit from this senolytic therapy. Previous
observations indicate that D+Q had some detrimental effects and fisetin had little
beneficial effects in young female mice [Fang et al., 2023]. Markers of senescence
were not affected by fisetin and some were even increased by D+Q treatment in young
females [Fang et al., 2023]. We also observed no difference in SA-B-gal activity in
adipose and hepatic tissue comparing cyclic and estropause females. Senolytic drugs
also did not decrease in SA-B-gal activity. SA-B-gal activity is one of the most widely
used markers to assess senescent cells both in vitro and in vivo [Dimri et al., 1995;
Debacg-Chainiaux et al., 2009; Wang et al., 2018]. The lack of effect of senolytic drugs
further indicate that young females have no benefits from this therapy. Additionally, our
data confirms that cyclicity status do not contribute to increased senescence and
damage in these tissues. However, further studies evaluating cyclicity status in older

females is warranted.
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Next we wanted to better understand the changes caused by estropause in
ovaries, as this tissue had a significant reduction in the number of follicles due to
chemical estropause induction. Therefore, we also investigated markers of ovarian
senescence, inflammation and fibrosis. Increased lipofuscin [Urzua et al., 2018; Hense
et al., 2022] and decreased LB1 [GUO et al., 2014] staining was observed in the
ovaries of estropause females. This suggests that estropause induction and the
associated follicular depletion, can increase senescence markers in the ovarian tissue.
However, senolytic drugs were not able to reduce these senescence markers
independent of cyclicity status. Loss of lamin B1 occurs due to chronological aging and
accumulation of senescent cells [Wang et al., 2018] or when cells undergo induced
senescence in different tissues [Wang et al., 2017; Shimi et al., 2011; Dreesen et al.,
2013]. Other have shown that young female mice treated with doxorubicin have a
severely decreased ovarian reserve and increased markers of cellular senescence
[Gao et al., 2023]. Senolytics were able to rescue these negative effects of doxorubicin
in the ovarian reserve and senescent markers when administered concomitant to
doxorubicin [Gao et al.,, 2023]. In our study senolytics were only started after
estroupause was confirmed and, therefore, no beneficial effects were observed. This
indicate that other strategies may focus on the senolytic therapy to be started before
the transition to the estropause state. No difference was observed between cyclic and
estropause females regardless of treatment for macrophage infiltration. Others also
did not observe a significant increase in ovarian macrophage in females up to 9 months
of age [Isola et al., 2023]. We also did not observe a difference in ovarian fibrosis
between treatment and cyclic status. This suggests us that ovarian fibrosis may be
more associated with aging itself, as a previous study observed significant more
ovarian fibrosis in aged mice at 20 months of age compared to young 3 month-old mice
[Landry et al., 2022; Briley et al., 2016].

Although some studies suggest that estropause would be more associated with
metabolic changes due to the decrease in estrogen production by creating a systemic
pro-oxidative state, we only observed an increase in body mass gain, which was not
followed by changes in fat mass and did not induce other metabolic or oxidative
changes in the liver and adipose tissue. We did not observe any major beneficial effect
of the senolytics D+Q or fisetin in cyclic or estropause females. There is a clear need
for additional investigation into the effects of senolytics in estropause females. Overall
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our current data suggest that estropause was associated to little metabolic changes in
young females and that senolytics had no protective effects. Changes in senescence
markers were restricted to the ovarian tissue of females induced to estropause and not

reversed by senolytic therapy.
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6 Discussao

Em ambos os experimentos realizados o VCD foi capaz de gerar o estado de
estropausa nos camundongos fémeas por deplecéo folicular, como visto pela severa
reducdo de foliculos primarios e auséncia de foliculos no estagio secundario e
terciario. Estudos anteriores realizados em roedores usando o composto quimico VCD
para inducdo da estropausa, também demonstraram deplecdo de pequenos foliculos
pré-antrais (KAO, SIPES, HOYER, 1999; MAYER et al., 2002; CHEN et al., 2014), e
caracterizaram a perda folicular por atresia folicular, indicando que o VCD tem
potencial de causar a perda seletiva de foliculos primordiais e primarios por sua
capacidade de acelerar o processo de atresia (BORMAN et al., 1999; MAYER et al.,
2002; CHEN et al., 2014). Neste estudo, a menopausa foi validada através da citologia
vaginal das fémeas tratadas com VCD, conforme previamente realizado por outros
estudos (MAYER et al.,, 2002; CHEN et al., 2014, BROOKS, POLLOW, HOYER,
2016). Os resultados mostraram que a estropausa se estabeleceu num periodo de 60
e 90 dias apo6s o término do tratamento com VCD, quando as fémeas passaram a
apresentar um padréo de aciclicidade e se mantiveram em anestro, semelhante ao
citado em estudos prévios que sugerem a ocorréncia da menopausa entre 60 e 90
dias apds a finalizacdo do tratamento com VCD (CHEN et al.,, 2014, BROOKS,
POLLOW, HOYER, 2016).

No gue se refere ao consumo alimentar, este foi um parametro avaliado apenas
no experimento que envolvia RC, por ser indispensavel para a adequacdo da
guantidade de alimento ofertado as fémeas submetidas a RC de 30%. Em nossos
achados as fémeas em estropausa ad libitum apresentaram um menor consumo de
racdo comparado as fémeas ciclicas. Entretanto, vale destacar que 0 grupo
estropausa ad libtum foi o0 que demonstrou o maior aumento de peso corporal ao longo
do tempo comparado a todos 0s grupos, mesmo com um consumo medio de ragao
inferior as fémeas ciclicas ad libitum. Isto corrobora com o resultado de outros estudos,
indicando um aumento da eficiéncia de conversdo alimentar, no periodo poés
menopausa de camundongos com uma ingesta alimentar ad libitum, consumindo
racdo padrdo para roedores, como neste estudo (VASCONCELLOS, SABINO,
PETROIANU, 2005; ROMERO-ALESHIRE et al., 2009; REDMAN et al., 2007).
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Em relagcdo as modificagcbes de peso corporal, os estudos demonstraram
desfechos semelhantes no que diz respeito ao grupo estroupausa ad libitum, em
ambos os estudos se observou uma meédia de peso superior nas fémeas estropausa
quando comparadas aos seus controles ciclicos, corroborando com achados de
estudos anteriores (VASCONCELLOS, SABINO, PETROIANU, 2005; ROGERS et al.,
2009; ROMERO-ALESHIRE et al., 2009). No entanto, os estudos anteriores indicam
gue esses efeito sdo mais pronunciados nos animais recebendo uma dieta alta em
gordura (ROMERO-ALESHIRE et al.,, 2009). N&o houve diferengca em relagcdo ao

percentual de gordura entre fémeas estroupausa ad libitum e seus controles ciclicos.

No estudo da RC as fémeas submetidas a 30% RC, como esperado,
apresentaram menor peso em relacdo as alimentadas ad libitum, porém curiosamente
0 grupo estropausa RC 30% foi o grupo que teve o menor peso corporal em relacéo
a todos 0s outros grupos e apresentou 0 menor percentual médio de gordura corporal
gquando comparado aos grupos ciclico RC 30% e estropausa ad libitum. Estudos
apontam que a intervencao de RC de 25 a 40% é capaz de aumentar a longevidade
em diferentes espécies (MASORO, 2005; GENARO, SARKIS, MARTINI, 2009).
Porém, parece haver uma escassez de dados que abordem os efeitos e ou beneficios
da restricdo calérica de fémeas em estropausa. Alguns estudos que avaliaram uma
RC mais intensa (50%) em ratas wistar demonstram que a RC promove a diminuicao
do ganho de peso de forma semelhante em animais em estropausa por ovarectomia,
independende se a RC ¢€ iniciada antes ou depois da ovarectomia (RODRIGUES et
al., 2021; POSA et al., 2015). Nao foram encontrados outros estudos que tenham
avaliado os efeitos da RC na estropausa quimicamente induzida com VCD até o
presente momento, indicando que a auséncia de ciclicidade mesmo na presenca do

tecido ovariano, néo altera a resposta a RC.

No estudo dos senoliticos, o tratamento senolitco ndo mostrou diferenca em
relacdo ao aumento de peso das fémeas em estropausa, exceto nas fémeas
estropausa Fisetina que demostraram um peso final maior que as fémeas ciclicas
placebo. Um estudo anterior que avaliou o potencial senolitico de D+Q e Fisetina em
fémeas adultas ciclicas, observou efeitos prejudiciais em relacdo ao aumento de peso
e maior deposicéo de gordura corporal nas feméas tratadas com D+Q, porém diferente
do nosso estudo, ndo foram obeservadas diferencas em relagéo ao tratamento com a

fisetina nas fémeas (FANG et al., 2023). Assim, é questionado o pontecial senolitico
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desses compostos em fémeas jovens, uma vez que, além da idade, fatores como a
menopausa ou o dimorfismo sexual parecem alterar seu mecanismo de acdo em

relacdo as descobertas de risco e beneficio em diferentes contextos.

Em relacdo as respostas metabdlicas, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as fémeas estropausa e ciclicas no que diz respeito a glicemia e
sensibilidade a insulina em ambos os experimentos. Como também ndo ndo houve
diferenca em relacdo aos parametros bioquimicos sobre alteracdes do perfil lipidico,
enzimas hepaticas, albumina, globulinas ou proteinas totais avaliadas no estudo dos
senoliticos, no qual apenas se observou um aumento dos niveis de HDL nas fémeas
ciclicas tratadas com fisetina quando comparadas as ciclicas placebo, porém néo
houveram resultados significativos sobre a eficacia do tratamento com senoliticos
entre fémeas ciclicas e estropausa. Nao foram encontrados outros estudos com
senoliticos que tenham avaliado estes parametros bioquimicos. Entretanto, estudos
prévios apontam que existe uma tendéncia em relacdo a alteracbes metabdlicas
importantes que frequentemente s&o identificadas em fémeas em estropausa como:
ganho de peso, maior quantidade de gordura hepatica e visceral (STOKAR et al,
2022), menor sensibilidade a insulina associada a reducéo dos niveis de estrogénio
(ROMERO-ALESHIRE et al., 2009) e desrregulacdo do metabolismo lipidico (KO,
KIM, 2020; YEH et al., 2021). E, no estudo de Sapatini et al. (2023) que avaliou uma
RC de 40% em fémeas de 8 a 12 meses de idade, diz que ha maior tolerancia a glicose
e maior sensibilidade a insulina em fémeas ovarectomizadas que foram submetidas a
RC por 30 dias em comparacdo a fémeas ovarectomizadas alimentadas a vontade.
Vale destacar que a sensibilidade a insulina parece diminuir com a idade em varios
estudos em camundongos. No entanto, como nosso estudo utilizou animais jovens
com objetivo de minimizar os efeitos da idade, isto pode diferenciar de outros estudos
com RC gue demonstram a sensibilidade aumentada em animais mais velhos.
Sugerindo, que o fator idade pode ter um efeito mais importante do que a ciclicidade
em fémeas. Além disso, também utilizamos um método diferente de inducédo da
menopausa, que mimetiza melhor o que ocorre em humanos, com a retencdo do

tecido ovariano.

No que se refere aos parametros de estresse oxidativos alguns estudos
sugerem que o estresse oxidativo esta associado ao processo de envelhecimento e
doencas relacionadas a idade, como cancer (LONGO, ANDERSON, 2022; PALMER,
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JENSEN, 2022), neurodegeneragdo (DE SOUZA NUNES FARIA et al.,, 2022),
doencas cardiovasculares (LIGUORI et al., 2018) e diabetes (KIM et al., 2022) e a RC
€ apontada como um fator protetor contra essas doencas relacionadas ao estresse
oxidativo. Apesar disso, observamos que a RC teve pouco efeito sobre os parametros
de estresse oxidativo no tecido hepético e adiposo. Curiosamente a RC aumentou 0s
niveis de sulfidrila e reduziu a atividade da CAT no tecido adiposo das fémeas em
estropausa, indicando um efeito negativo no equilibrio redox, o que vai ha contra méo
de estudos que indicam gue o estresse oxidativo no tecido adiposo se relaciona com
0 préprio excesso de tecido adiposo, que tem sido identificado como fonte de citocinas
pré-inflamatérias que geram um estado de inflamacao crénica no organismo (WALSH,
SHI, VAN REMMEN, 2014; FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011). No figado n&o
foram observados efeitos da RC no estado redox. No entanto, a estropausa reduziu
em geral os niveis de ERO e aumentou o nitrito no tecido adiposo.

No estudo com senoliticos o0 estresse oxidativo no tecido adiposo e hepético,
demonstrou efeito semelhante entre fémeas estropausa e ciclicas, independente do
tratamento. Entretanto, a estropausa diminuiu a atividade da catalase (CAT) no tecido
adiposo em todos os grupos. A atividade da CAT é considerada um componente
importante na de defesa antioxidante do organismo (BARBOSA et al., 2010) o que
poderia indicar uma reducao dessas defesas no tecido adiposo. De forma semelhante,
um estudo com ratas ovariectomizadas encontrou uma reducdo parcial da defesa
antioxidante pela atividade de CAT no tecido adiposo em compara¢ao aos controles
intactos (LISSARASSA et al., 2020). Vale destacar que as demais analises no tecido
adiposo ndo indicam diferenca entre fémeas ciclicas e estropausa. No figado apenas
0 grupo estropausa Fisetina demostrou uma reducdo nos niveis de ROS quando
comparada aos grupos placebo ciclicos e estropausa, indicando um leve beneficio da

terapia senolitica com fisetina neste tecido.

A investigagdo da senescéncia celular e das modificagbes ovarianas na
estropausa quimicamente induzida com VCD deste estudo foram realizadas
exclusivamente no experimento utilizando senolitcos. A senescéncia celular foi
avaliada no tecido adiposo e hepatico pela atividade de SA-B-gal, que é um dos
marcadores mais utilizados para avaliar a senescéncia, e continua sendo o padrao
ouro para identificar células senescentes tanto em cultivo in vitro quanto em tecidos
(DIMRI et al., 1995; DEBACQ-CHAINIAUX et al., 2009; WANG, DREESEN, 2018).
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N&o foram encontradas diferenca da atividade de SA-B-gal nos tecidos adiposo
visceral e hepatico ao comparar as fémeas em estropausa e ciclicas, bem como, nédo
foram encontrados outros estudos que avaliaram a atividade de SA-B-gal no tecido
adiposo e hepético de roedores na menopausa para estabelecer comparacao.
Entretanto, um estudo que avaliou marcadores de SASP no tecido adiposo de fémeas
jovens, tratadadas com os mesmos senoliticos utilizados neste estudo, também néo
observou quaisquer impactos benéficos do tratamento com fisetina ou D+Q sobre a
senescencia celular. Reforcando a ideia de que o tratamento com senoliticos
demonstra efeitos insignificantes ou ndo apresentam beneficios no tratamento de

fémeas jovens.

Com o objetivo de melhor compreender as altera¢des indugdo quimica da
estropausa com VCD no ovarios, visto a importante reducdo do namero de foliculos,
analisamos marcadores de senescéncia celular, inflamacéo e fibrose no 6rgdo. A
senescéncia nos ovarios foi avaliada pela marcacéo de lipofuscina (URZUA et al.,
2018; HENSE et al., 2022) e imunofluorencencia de LB1 (GUO et al.,2014) conforme
ja realizado em estudos prévios. O percentual de células positivas para lipofuscina no
ovario das fémeas estropausa foi maior do que nos controles ciclicos, sugerindo maior
acumulo de células senescentes no tecido associado ao estado de estropausa. Na
imunofluorescéncia também observamos uma marcacao positiva de maior senecencia
celular pela reducéo de LB1 no ovario das fémeas em estropausa. Isso reforca a ideia
de que a ocorréncia de mais senescéncia na estropausa esteja ligada a reducao
folicular, uma vez que a menor quantidade de foliculos resulta em mais marcacéao de
lipofuscina e menos marcagéo de LB1. Estudos demostram que a perda da lamina B1
ocorre pelo envelhecimento cronolégico e acumulo de células senescentes (WANG,
DREESEN, 2018) ou quando as células sofrem senescéncia induzida em diferentes
tecidos (WANG et al., 2017; SHIMI et al., 2011; DREESEN et al., 2013), corroborando
com nossos achados no ovéario nas femeas submetidas a inducdo quimica da
estropausa. No entanto os senoliticos ndo foram capazes de reduzir esta senescéncia
ovariana, visto que foram iniciados somente bem apds o estabelecimento da

estropausa induzida.

Com relag&o ao percentual de inflamacao nos ovarios ndo foram observadas
diferencas entre fémeas em estropausa e ciclicas e do tratamento senolitico. De forma

semelhante, um estudo que avaliou o envelhecimento celular ovariano em murinos,
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também ndo observou aumento significativo de macrofagos em fémeaas de até 9
meses de idade (ISOLA et al., 2023). Ja com relacéo a fibrose, nosso estudo também
nao observou diferenca entre fémeas estropausa e ciclicas, sugerindo que a fibrose
ovariana pode estar mais associada ao envelhecimento e ao nimero de ciclos ao
longo da vida do que com o estado de estropausa si, uma vez que as fémeas foram
submetidas a inducéo aos dois meses de idade e tiveram sua acilciciadade confirmada
préximo aos cinco meses de vida, reduzindo consideravelmente o numero de ciclos
que foram expostas. Um estudo que avaliou a quantidade de fibrose ovariana em
camundongos envelhecidos aos 20 meses de idade com com camundongos jovens
aos 3 meses de idade, encontrou uma quantidade relativa total de colageno
significativamente maior nos camundongos velhos (LANDRY et al., 2022). Outros
estudos também reforcam que a idade parace estar associada a maior quantidade
fibrose em varios tecidos (HORN, TRAFFORD, 2015; KAPETANAKI, MORA, ROJAS,
2013; BRILEY et al., 2016). O tratamento com senoliticos n&o teve efeito sobre a

infiltracdo de macrofagos ou mesmo fibrise ovariana.

Embora alguns estudos sugiram que a menopausa ou estropausa estaria mais
associada a senescéncia celular e alteracbes metabdlicas devido a diminuicdo da
producado de estrogénio por criar um estado pré-oxidativo sistémico, ndo observamos
gue a estropausa induzida quimicamente potencializou significativamente alteracbes
metabdlicas ou dano oxidativo no figado e no tecido adiposo das fémeas em nenhum
dos experimentos que compdem este estudo. Nao observamos que a RC teve efeitos
diferentes nas fémeas ciclicas ou estropausa, exceto em relacdo a maior perda de
peso e reducao de gordura corporal. O tratamento com os senoliticos D+Q ou fisetina
também nao tiveram efeitos positivos relevantes em fémeas ciclicas ou em
estropausa, ao contrario ainda parecem ter potencializado o ganho de peso nas
fémeas estropausa. A tolerancia a glicose foi prejudicada em fémeas em estropausa,
mas nao foi afetada diferencialmente pela RC, bem como a tolerancia a insulina e 0s
marcadores bioquimicos também n&o foram afetados pelos tratamentos senoliticos.
Ha uma clara necessidade de investigacao adicional sobre os efeitos da RC e dos
senoliticos em outras intervengbes e contextos que envolvam a menopausa, 0
envelhecimento e a senescéncia celular, bem como a avaliacdo de alteracdes
metabolicas e estresse oxidativo em fémeas submetidas a estropausa por indugao

guimica com VCD. Nossos achados parecem nao corroborar com muitas alteracbes
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associadas a menopausa pelo método cirargico, porém devemos considerar que no
presente estudo as fémeas, apesar do estado de aciclicidade, possuiam tecido
ovariano e que nossas observacdes foram intencionalmente feitas em animais jovens
com o intuito de melhor compreender se o fator idade pode ter um efeito mais
importante do que a ciclicidade nos modelos de menopausa e as alteracdes a ela

associadas.

Vale mencionar que, durante a execucao dos experimentos houveram algumas
excepcionalidades e limitacdes que merecem ser registradas, uma vez que atrasaram
0 cronograma de execuc¢ao e impactaram o planejamento inicial deste estudo. Dentre
as excepcionalidades destaca-se a Pandemia de COVID-19, iniciada no Brasil em
marco de 2020, que coincidiu com uma troca de laboratério e o primeiro contato com
o orientador para planejamento das atividades de pesquisa. Nesse momento,
seguindo o plano estratégico do pais para contencédo dos casos da doencga, todas as
atividades consideradas ndo essenciais foram paralisadas, o que incluia o
funcionamento das universidades. O projeto de pesquisa foi inteiramente elaborado,
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPEL de
forma remota durante o primeiro ano de Pandemia. O retorno de atividades de
pesquisa presencial na universidade era restrito, inclusive para pesquisas ja em
andamento e, o inicio de novas pesquisas ficou suspenso e limitado por meses,
respeitando a limitagdo numérica de pessoas circulando nas areas da universidade.
Isso impactou de forma importante o cronograma de execucao dos experimentos,
gerando um atraso de aproximadamente 8 meses para inicio da parte experimental.
Ajustes foram necessarios e, as analises consideradas prioritarias para avaliar de
forma relevante os impactos da RC nas fémeas submetidas a inducdo quimica da
estropausa foram elencadas e apresentadas no primeiro artigo ja publicado, intitulado:
“Effect of calorie restriction on redox status during chemically induced estropause in
female mice”. Por consequéncia do atraso inicial, o segundo experimento com
senoliticos também foi impactado em relagcdo ao cronograma de execucao e, alguns
ajustes em relacdo as analises inicialmente planejadas precisaram ser adequados

para melhor comparabilidade de efeitos observados em ambos 0s experimentos.



7 Concluséo

A inducdo quimica da estropausa com VCD se mostrou efetiva e foi
comprovada pela citologia vaginal pela aciclicidade das fémeas induzidas e pela
reducdo significativa de foliculos primordiais e priméarios, bem como pela auséncia
foliculos em estagios de desenvolvimento maduro nas fémeas estropausa. Isto reforca
o potencial da droga de atuacédo seletiva sobre foliculos primordiais e primarios pela

aceleracéo do processo de atresia e do modelo de estropausa como um todo.

A RC se mostrou capaz de reduzir o peso corporal e quantidade de gordura
corporal tanto nas fémeas ciclicas como submetidas a estropausa quimicamente
induzida. Entretanto, a RC de 30% nas fémeas estropausa resultou em uma perda de
peso e gordura mais acentuada do que esperado e diferente do observado em estudos
gue induziram a menopausa pelo método de ovarectomia, deixando o questionamento
se 0 VCD ou a preservacao do tecido ovariano podem gerar implicacdes diferentes
apesar do estado de aciclicidade. O tratamento com o0s senoliticos D+Q ou fisetina
nao afetou diferencialmente as fémeas tratadas, nem demonstrou efeitos positivos ou
benéficos na comparacédo entre fémeas ciclicas e estropausa. Os senoliticos também
nao influenciaram a resposta em relacdo a senescéncia celular em nenhum dos
tecidos avaliados. Em ambos os experimentos que compdem este estudo a
menopausa quimicamente induzida com VCD em fémeas jovens n&o foi capaz de
gerar alteracbes metabdlicas importantes ou potencializar o aumento de estresse

oxidativo de forma diferencial entre fémeas estropausa e ciclicas.

Em conjunto os achados deste estudo podem contribuir para elucidar a lacuna
percebida em relacdo as alteracbes que parecerem se confundir quanto sua a
associagcdo com a menopausa ou o envelhecimento. Ha uma clara necessidade de
investigagdo adicional sobre os efeitos da RC e dos senoliticos em outras
intervencdes e contextos que envolvam a menopausa, o0 envelhecimento e a
senescéncia celular, bem como na avaliacdo de alteracdes metabdlicas e estresse
oxidativo em fémeas submetidas a estropausa por inducédo quimica com VCD, pois

nosso estudo aponta que os efeitos da menopausa quando observados em animais
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jovens, parece ndo concordar com muitas alteracdes ja relatadas e, demostra um

aumento de marcadores de senescéncia restrito aos ovarios.
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Anexo A — Aprovacéo do experimento | pelo Comité de Etica e Experimentacéo
Animal (CEEA)

PARECER N° 114/2020/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.020410/2020-87
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito da restricao calérica sobre a senescéncia celular durante a
menopausa em camundongos”, registrada com o n°® 23110.020410/2020-87, sob a responsabilidade de
Augusto Schneider - que envolve a produgao, manutencao ou utilizagao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA),
e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execucio pela Comisso de Etica em Experimentagao Animal, em
reuniao de 11 de setembro de 2020.

Finalidade ( x ) Pesquisa ( ) Ensino
'Vigéncia da autorizagao 01/10/2020 a 30/06/2022
Espécie/linhagem/raga Muts musculus/C57BL6
IN° de animais 48
Idade 21 dias
Sexo Fémeas
Origem Biotério Central - UFPel
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Cédigo para cadastro n® CEEA 20410-2020

ML.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da CEEA

H I Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLO FELIX,
ég!{; Eﬁ Médico Veterinario, em 17/09/2020, as 09:18, conforme horario oficial de Brasilia, com
eletrénica fundamento no art. 6°, § 1°, do Decreto n® 8.539, de 8 de outubro de 2015.

M “l»’ A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
#:aws http://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?

Referéncia: Processo n° 23110.020410/2020-87 SEI n° 1053971
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Anexo B — Aprovacdo do experimento Il pelo Comité de Etica e Experimentacg&o
Animal (CEEA)

SEI/UFPel - 1415097 - Parecer 8/31/21, 14:26

PARECER N° 85/2021/CEUA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.018232/2021-13
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacao do efeito de senoliticos sobre a senescéncia celular em
camundongos durante a menopausa ”, registrada com o n° 23110.018232/2021-13, sob a responsabilidade
de Augusto Schneider - que envolve a produgao, manutengio ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA),
e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execugio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, em reunido de
26 de agosto de 2021.

Finalidade ( x ) Pesquisa ( ) Ensino
Vigéncia da autorizagio Inicio = 01/10/2021 Término = 31/12/2023
[Espécie/linhagem/raga Miuts musculus/ CSTBL/6
IN® de animais 78
[dade 60 dias
Sexo [Fémeas
Origem Biotério Central - UFPel

https:f/sei.uipel.edu.br/seifcontrolador.php?acao=documento_impri..ebc630a7d7c3c2271{fad85cabce452ab769180da39ed34a4041cded179d981b Page 1 of 2
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SEI/UFPel - 1415097 - Parecer 8/31/21,14:26

Cédigo para cadastro n° CEUA 018232/2021-13

Priscila Marques Moura de Leon

Coordenadora da CEUA

- l Documento assinado eletronicamente por PRISCILA MARQUES MOURA DE LEON, Professor
ég!z‘ [ﬂ do Magistério Superior/Adjunto, em 30/08/2021, as 19:18, conforme hordrio oficial de Brasilia,

eletrénica com fundamento no art. 4°, § 3°, do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

F E‘i A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
&ow= http://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?

Referéncia: Processo n° 23110.018232/2021-13 SEI n° 1415097

https://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_impr..ebc630a7d7c3c2271ffad85cabce452ab769180da39ed34a4041cdcd179d98 b Page 2 of 2
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Anexo C — Comprovante de submissdo do manuscrito “Effect of senolytic drugs on

chemically induced estropause in young female mice”.
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