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RESUMO

O periodo da pés-menopausa € tido como um marco para surgimento de doencas crénicas
ndo transmissiveis das quais se destacam as doencas cardiovasculares. Nesse contesto, a
hipertensdo arterial e a disfungédo endotelial formam a base dos principais fatores de risco e
agravos. A introducdo de nutracéuticos como alternativas terapéuticas tem chamado a
atengdo de pesquisadores por apresentarem resultados promissores. Dentre eles se destaca
o0 &cido elagico, um fitoquimico com potentes propriedades antioxidantes, encontrado em
frutas, plantas e nozes. Portanto o objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos do
tratamento com &cido el&gico sobre a reatividade vascular de artérias de resisténcia em um
modelo experimental de hipertensdo e menopausa. Para tanto, 40 ratas SHR formam
avaliadas durante 4 semanas e separadas em 5 grupos de acordo com o tratamento: SHAM,
tratadas com veiculo (carboximetilcelulose); OV X, castradas e tratadas com veiculo; OAE,
castradas e tratadas com 4acido elagico (10 mg/Kg/dia); OE2, castradas e tratadas com
estrogénio (1g/Kg/dia); OAE+E2, tratadas com acido elagico e estrogénio. Anéis da artéria
mesentérica foram mantidas in vitro e submetidos a testes de forca de contragdo na
auséncia e presenca do inibidor da enzima 6xido nitrico sintase para registo do efeito dos
tratamentos e a participacdo do oxido nitrico (NO). Amostras dos vasos foram colhidos
para analises biogquimicas. A castra¢do produziu uma elevacdo da pressdo arterial (PAM:
190,4 £ 4,4 mmHg); efeito que ndo ocorreu nos grupos tratados com acido elagico (PAM:
165,7 + 1,4 mmHg, p<0,05), estrogénio (PAM: 166,9 + 2,4 mmHg, p<0,05) ou conjugados
(PAM: 163,5 £ 1,5 mmHg, p<0,05). Nestes grupos também evidenciou-se uma maior
biodisponibilidade do NO (DAF. OAE= 2825 + 169 UA / E2= 2763 = 176 UA /
OAE+E2= 2479 + 134 UA, p<0,05) e uma menor concentracdo de anion superoxido
(DHE: OAE= 4554 + 448 UA / E2= 5811 + 491 UA / OAE+E2= 6351 * 478 UA, p<0,05),
em relagdo ao grupo OVX (DAF: 1591 £ 79 UA / DHE: 11124 + 1235 UA). O tratamento
exclusivo com acido elagico também se mostrou capaz de aumentar a sintese das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase (0,30 * 0,02, p<0,05) e catalase (0,49 £ 0,07, p<0,05)
em relacdo aos animais OVX (SOD: 0,19 + 0,03 / catalase: 0,25 + 0,03) e néo
diferenciando-se dos demais grupos. Os resultados nos levam a deduzir que, na auséncia da
reconhecida acdo cardioprotetora do estrogénio, o acido elagico supre seus efeitos de
forma efetiva em leitos vasculares de resisténcia, configurando-se como uma proposta

promissora no controle dos danos cardiovasculares da hipertenséo e disfungéo endotelial.



ABSTRACT

The postmenopausal period is considered a milestone for the emergence of chronic
noncommunicable diseases, including cardiovascular diseases. In this context hypertension
and endothelial dysfunction form the basis of the main risk factors and injuries. The
introduction of nutraceuticals as therapeutic alternatives has attracted the attention of
researchers for presenting promising results. These include ellagic acid, a phytochemical
with potent antioxidant properties found in fruits, plants, and nuts. Therefore, the objective
of this research was to evaluate the effects of ellagic acid treatment on vascular reactivity
of resistance arteries in an experimental model of hypertension and menopause. Therefore
40 SHR rats were evaluated for 4 weeks and separated into 5 groups according to
treatment: vehicle-treated SHAM (carboxymethylcellulose); OVX, castrated and vehicle
treated; OAE, castrated and treated with ellagic acid (10 mg / kg / day); OE2, castrated and
treated with estrogen (1g / kg / day); OAE + E2, treated with ellagic acid and estrogen.
Mesenteric artery rings were maintained in vitro and subjected to contraction strength tests
in the absence and presence of the nitric oxide synthase enzyme inhibitor to record the
effect of treatments and the participation of nitric oxide (NO). Vessel samples were taken
for biochemical analysis. Castration produced an increase in blood pressure (MAP: 190.4 +
4.4 mmHg); effect that did not occur in groups treated with ellagic acid (MAP: 165.7 + 1.4
mmHg, p <0.05), estrogen (MAP: 166.9 £ 2.4 mmHg, p <0.05) or conjugates (MAP: 163.5
+ 1.5 mmHg, p <0.05). These groups also showed higher NO bioavailability (DAF: OAE =
2825 + 169 UA / E2 = 2763 + 176 UA / OAE + E2 = 2479 + 134 UA, p <0.05) and a lower
superoxide anion concentration. (DHE: OAE = 4554 + 448 UA / E2 = 5811 + 491 UA /
OAE + E2 = 6351 £ 478 UA, p <0.05) relative to the OVX group (DAF: 1591 + 79 UA /
DHE: 11124 + 1235 UA). Exclusive ellagic acid treatment was also able to increase the
synthesis of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (0.30 £ 0.02, p <0.05) and
catalase (0.49 £ 0.07, p <0.05) compared to OVX animals (SOD: 0.19 + 0.03 / catalase:
0.25 = 0.03) and not different from the other groups. The results lead us to deduce that, in
the absence of the recognized cardioprotective action of estrogen, ellagic acid effectively
meets its effects on resistance vascular beds, constituting a promising proposal in the

control of cardiovascular damage of hypertension and endothelial dysfunction.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) tem encabecado as estatisticas de morbimortalidade
do mundo moderno, destacando as mudancas dos paradigmas epidemioldgicos de salde
para as doencas cronicas ndo transmissiveis * com niimeros relevantes, principalmente nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento . Dados da plataforma OurWordInData.org,
que retnem os registros das principais fontes cientificas do mundo sobre tendéncias
epidemioldgicas de longo prazo, sumarizam que em 2018 as DCV foram responsaveis por
17,65 milhGes de mortes, projetando-se muito acima das demais causas entre a populagao
mundial (FIGURA 1) °.

Doengas cardiovasculares _ 17,65 milhoes
Cancer . ; . : 8,5;3 milhc";es : »
Doengas respiratorias ‘3,54 mil'hées
Diabetes, doengas hemato[ég?cas 3.19 milhdes
e endbcrinas |
Deméncia - 2,38 milhées
Infecgdes do trato respiratério baixo - 2,38 milhdes
Outras causas _ 10,51 milhoes
0 milhdes 4 milhdes 8 milhdes 12 milhdes 16 milhdes

Figura 1. NUmeros de mortes pelas principais causas entre a populacdo mundial, em todas as
faixas etarias, no ano de 2018. Dados copilados da OurWorldInData.org. Disponivel em:
https://ourworldindata.org/causes-of-death.

Estima-se que a cada ano mais de sete milhGes de pessoas no mundo sofrerdo um infarto
agudo do miocardio (IAM), com uma taxa aproximada de mortalidade de 10%, e cerca de
cinco milhdes e meio poderdo ser vitimas fatais de acidente vascular encefalico ®2. Em
uma recente analise retrospectiva de 2.721 pacientes europeus, internados com diagnéstico
primario de IAM, foi constatado que, ap6s um ano, cerca de 18% morreram em
decorréncia de algum evento cardiaco (2,3% por um novo IAM), gerando um gasto per
capita médio de €3.523,27 com tratamentos. E entre os re-infartados este custo medio foi
de €19.570,70 °,
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Estes nimeros deixam evidente que as DCV detém o titulo de maior problema de salde
publica no mundo. Em grande parte, eles apoiam-se sobre a complexidade na prevencéo e
controle dos casos e seu importante potencial incapacitante, quando néo letal ***2. Doencas
como IAM e o acidente vascular encefalico sdo exemplos contundentes, por estarem
associadas a multiplos fatores de riscos (biol6gicos, socioecondmicos e psicossociais), e
estes, por sua vez, moldados por particularidades étnicas e culturais ***°. Dentre os fatores
de risco, a hipertensdo arterial ¢ de longe a condi¢do clinica que esta mais associada a
fisiopatologia das doencas do aparelho circulatério *°, além de ser a comorbidade presente
na maioria das causas de morte (FIGURA 2) °.

Hipertensao Arterial

QOutros Fatores

10,1 milhdes 10,46 milh3es
Alcolismo (_ —
2,81 milhdes Tabagismo
6,32 milhdes
Poluicao do Ar
4,09 milhdes
Hipercolesterolemia (- ‘r A “——— _J Hiperglicemia
4,39 milhdes 5,61 milhdes

QObesidade

4,53 milhdes

Figura 2. Relacdo entre os principais fatores e as mortes por doengas cardiovasculares no mundo
em 2018. Dados copilados do Institute for health metrics and evaluation da University of
Washington. Disponivel em: https://vizhub.healthdata.org/ghd-compare/#.

Somados ao acidente vascular isquémico e hemorragico e do IAM, a insuficiéncia
cardiaca, a doenca renal cronica, a doenca vascular periférica, a doenca senil e os registros
de morte prematura sdo agravos também reportados como desfechos possiveis da
hipertensdo *’. Dados clinicos sustentam que o aumento da incidéncia de tais prognésticos
guarda estreita relacdo com a elevagdo dos niveis pressoricos. Em uma analise dos 30 anos
de publica¢bes do Framingham Heart Study, estimou-se que um aumento de 20 mmHg na
pressdo arterial sistolica, ou até mesmo uma pressdo arterial diastolica com niveis
inferiores a 70 mmHg, associado um presséo sistolica alta, foi compativeis com o risco
aumentado de desenvolvimento de doenca arterial coronariana; e que a taxa de incidéncia
desta doenca em homens e mulheres hipertensos com idade entre 45 e 62 anos, cresce

cerca de 32,5% e 15,8%, respectivamente *®. De igual forma, os pacientes classificados
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como hipertensos pelo Dallas Heart Study apresentavam uma massa ventricular esquerda
maior do que aqueles classificados como normotensos, com uma taxa de incidéncia

acumulativa de eventos cardiovasculares igualmente maior, num periodo de dez anos *°.

1.1. AS DOENCAS CARDIOVASCULARES NO SEXO FEMININO

Para se entender melhor a dimenséo do impacto das DCV, antes de tudo, faz-se necessario
distinguir que homens e mulheres possuem comportamentos epidemiolégicos e bioldgicos

distintos no que se refere a fisiopatologia, diagnostico, terapéutica e taxas de mortalidade.

Nas ultimas duas décadas, os registros de mortes por DCV entre homens e mulheres
tracaram taxas aparentemente divergentes até a primeira metade deste periodo, com uma
queda relativamente acentuada dos nimeros na populacdo feminina (de 220,86 casos por
100.000 habitantes, em 1997, para cerca de 209,31, em 2007). Mas, logo em seguida, 0s
registros anuais retomaram gradativamente seu crescimento, colocando as mulheres
novamente em um patamar de ascensdo, fechando o periodo de anélise, no ano de 2017,
com uma inscricdo de 221,88 (por 100.000 habitantes) entre mulheres, versus 243,74 de
casos entre os homens, no ano de 2017 ° (FIGURA 3-A).

Embora o volume absoluto das mortes por DCV seja mais expressivo na populagdo
masculina, sua prevaléncia relativa sobre o nimero total de mortes revela um dado
importante sobre a populacdo feminina que ndo pode ser negligenciado. Entre os anos de
1997 e 2017, as mortes por DCV representam em média 27,7% dos registros entre 0s
homens e 30,6% entre as mulheres, evidenciando a magnitude do problema nesta
populacéo (FIGURA 3-B).
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Figura 3. Diferencas sexuais na mortalidade por doencas cardiovasculares entre 1997 e 2017. Taxa
de o6bitos por 100.000 habitantes (A) e o percentual das mortes por doencas cardiovasculares sobre
0 numero total de mortes (B). Dados copilados do Institute for Health Metrics and Evaluation da
Universidade de Washington. Disponivel em: https://vizhub.healthdata.org/gbd-compare/#.

A severidade das DCV em mulheres é pertinente ao se constatar também que
aproximadamente um terco das mulheres correm o risco de desenvolver uma DCV até os
40 anos, ou morrer em decorréncia da doenca ao longo da vida %. Doencas cardiacas
isquémicas e acidente vascular encefalico sdo alguns exemplos de DCV mais prevalentes
em mulheres (TABELA 1). Recentemente, foi reportado que mulheres com 1AM,
particularmente as mais velhas (> 65 anos), tiveram mais complicagbes sistémicas e
apresentavam um maior volume e indice de massa ventricular esquerda em decorréncia do
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IAM quando comparadas aos homens Embora neste estudo as mulheres néo

demonstrassem alteracdo na fracdo de ejecao ventricular esquerda em relacdo aos homens,
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foi constatado que estas exibiram uma incidéncia de insuficiéncia cardiaca p6s 1AM

significativamente maior ao final do periodo de avaliacao.

Tabela 1. Diferencas sexuais sobre o quantitativo de mortes e prevaléncia das doengas
cardiovasculares.

Diferencas Sexuais nas Mortes por Doencas Cardiovasculares

Y Doencas Cardiovasculares em Geral !

lem3 Risco vitalicio remanescente para DCV até os 40 anos de idade 2em3 § g
421.918 Mortes causadas por DCV e cardiopatia congénita* 391.886
211,6 Taxa de mortalidade por DCV ajustada por idade por 100.000* 3003 4
42.7000.000 (35%) Prevaléncia de DCV >20 anos** 39.900.000 (37,4%)

LYY Doenga Arterial Coronariana ef!
190.301 Mortes causadas por DAC* 216.050
95.7 Taxa de mortalidade por DAC ajustada por idade por 100.000* 165,4
7.500.000 (6,1%) Prevaléncia de DAC** >20 anos 8.800.000 (8,3%)
5.000.000 (4,0%) Prevaléncia de angina pectoris** >20 anos 4.000.000 (3,8%)

B &) Acidente Vascular Encefilico ef!
81.841 Mortes resultantes de AVC*(todas as idades) 54.111
41,3 Taxa de mortalidade por AVC ajustada por idade por 100 000 42,5
4.200.000 (3,3%) Prevaléncia de AVC** >20 anos 2.800.000 (2,7%)

Y Insufiéncia Cardiaca off

2.600.000 (2,0%) Prevaléncia de insuficiéncia cardiaca** >20 anos  3.100.000 (3,0%)

Abreviaturas: Doencas cardiovasculares, DCV; Doenga arterial coronariana, DAC; Acidente
vascular encefalico, AVE. *dados de 2007 **dados de 2008. Adaptado de Mosca et al (2011).

Tanto em homens quanto em mulheres a hipertenséo arterial apresenta-se como o principal
fator de risco cardiovascular; no entanto, também resguardam suas particularidades. Num
estudo avaliando populacdo norte americana em diferentes décadas, observou-se que
mulheres ao longo dos anos tem se igualado a os homens na prevaléncia percentual da
hipertensdo arterial (FIGURA 4-A), e este é um fenbmeno que se acentua a medida que 0s
individuos envelhecem, onde, mulheres acima dos 65 anos passam a exibir uma

prevaléncia relativa de hipertensdo maior do que os homens (FIGURA 4-B) %,



23

@ - Homens . Mulheres

34 -
- 326
32 32,4
314
30

294

Populacao (%)

28

r T T T 1
1988-1994 1999-2006 2007-2014

Anos

90

80

70—
60
50
40+
30
23.1228
20
107
10
0_‘l

20-34 35-44 45 54 55 64 65-74 27
Idade

Populagao (%)

Figura 4. Diferencas sexuais na prevaléncia da hipertenséo arterial em individuos >20 anos: A)
tendéncia de prevaléncia ajustada por idade; B) prevaléncia por faixas etarias (2011-2014).
Adaptado de Benjamin et al., 2018.

1.1.1. O papel do estrogénio na regulacédo do sistema cardiovascular

Tal discrepancia do perfil cardiovascular das mulheres em relacdo aos homens, bem como

sua plasticidade durante os ciclos vitais, tem agucgado o interesse cientifico de dissecar seus



24

contrastes bioldgicos, o que culminou na estabelecida faculdade cardioprotetora conferida

aos hormonios sexuais femininos 232°

. Evidéncias demonstraram que 0s estrogenos,
principalmente o estrogénio (mais especificamente o 17-B estradiol), tém influéncia
incisiva sobre o sistema cardiovascular, mediando respostas importantes no controle
neuroldgico e hemodindmico; moderacdo do perfil lipidico, da inflamacéo e do estresse

oxidativo 272,

As bases bioldgicas que compdem os efeitos cardioprotetores do estrogénio séo
construidas sobre a interacdo do horménio com seus receptores. Atualmente, sdo
reconhecidos trés receptores de estrogénio francamente envolvidos com o sistema
cardiovascular — os receptores de estrogénio alfa (RE-o) e beta (RE-B), e o receptor de

estrogénio acoplado a uma proteina G (GPER) *°.

Os receptores RE-o. ¢ RE-p fazem parte de uma subfamilia de receptores nucleares, aos
quais tradicionalmente sdo atribuidas as principais fungdes na determinacédo das diferencas
fenotipicas nas fémeas, bem como sua eficacia caracteristica sobre o sistema
cardiovascular *. Ambos os receptores foram descritos como constituintes da membrana
plasmatica de diversas células, estando presentes também no citoplasma e ndcleo de
cardiomidcitos, células do mdsculo liso vascular (CMLV) e células endoteliais dos
mamiferos ?’. Também foi comprovada a presenca destes receptores em células do sistema
nervoso central, em nudcleos especificos de controle da pressdo arterial relacionados ao

sistema renina-angiotensina-aldosterona .

Em suma, a presenca dos receptores de
estrogénio nos sitios citados desencadeia efeitos benéficos ao sistema circulatério, como

sua acdo antiaterosclerdtica, anti-inflamatdria, vasodilatadora e outras mais (FIGURA 5).
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Figura 5. Os receptores de estrogénio: localizacdo e efeitos sobre o sistema cardiovascular.
Abreviacdes: GPER, receptor de estrogénio acoplado a proteina G; NO, éxido nitrico; eNOS, 6xido
nitrico sintase endotelial; CMLV, célula do masculo liso vascular; FC, frequéncia cardiaca; PA,
pressdo arterial; SNC, sistema nervoso central; PI3K, fosfoinositideo 3-quinase; Akt, proteina
quinase B; MAPK, proteina quinase ativada por mitdgeno; ERK, quinase regulada por sinalizagdo
extracelular; BKc,, canal de potassio de larga conduténcia ativado por calcio; mPTP, poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial; ECA, enzima conversora de angiotensina; Angll,
angiotensina Il. Baseado em: "Boese et al., 2007 %% “lorga et al., 2017 %%; *Knowlton e Lee, 2012
25 IDeschamps e Murph, 2009 **; *Lee et al. 2014 *; *Dworatzek e Mahmoodzadeh, 2017 *.
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Ja 0 GPER faz parte de uma classe de receptores denominados GPCR (receptor acoplado a
proteina G), primeiramente descrito como um receptor 6rfao (sem um ligante endégeno
conhecido), o qual mais tarde foi classificado com GPR30 (um GPCR especifico com

afinidade ao estrogénio) %’

, € atualmente é reconhecido como o genuino terceiro receptor
de estrogénio de acéo réapida *. Sua proeminente acdo cardioprotetora tem sido estudada
nos ultimos anos e lhe sdo atribuidas diferentes propriedades, como um mediador da
vasodilatacdo independente do endotélio (por ativacdo de canais de potassio de larga
condutancia ativados por calcio e canais de potassio voltagem dependentes), um atenuador

25

da disfuncdo diastolica e remodelamento cardiaco <, e um modulador da resposta

inflamatéria em modelos experimentais * (FIGURA 5).

Duas sdo as vias estabelecidas ao estrogénio responsaveis por modular a resposta de
sinalizacdo intracelular mediante a ativacdo de seus receptores: 1) a via gendmica, via
classica de efeitos a longo prazo; 2) e a via ndo-gendmica, via de efeitos rapidos. Em
ambas foram identificados resultados cardiovasculares positivos na sintese de substancias
importantes a saude das células, como o aumento na producéo de oxido nitrico (NO) e a

reducéo das espécies reativas de oxigénio (EROs) *® (FIGURA 6).

Com a reducdo ou auséncia sistémica do estrogénio, como ocorrido na menopausa, pés-
menopausa ou ovariectomia bilateral, fica evidente a perda de seus mecanismos
cardioprotetores ou uma adaptacdo das funcGes celulares de forma a provocar sensivel
prejuizo ao sistema 2**®*!. Uma vez instaurada esta condicéo, as mudancas inicialmente
ocorrem no microambiente celular, que em associacdo aos demais fatores de risco,
interferem na homeostase da unidade tecidual. Centralizando a fisiopatologia destes
eventos, a disfuncdo endotelial e o estresse oxidativo sdo apontados como importantes
mecanismos de desequilibrio, causando, por exemplo, o aumento da rigidez da parede
vascular, por remodelamento estrutural do tecido, que por fim, viabiliza o surgimento das

DCV ou o agravamento de problemas ja existentes **** (FIGURA 7).
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Figura 6. Acdo gendmica e ndo genémica do estrogénio (E2). E2 pode regular a expressao génica e
a atividade de moléculas de sinalizacdo por ligacdo aos seus receptores (RE) das vias genémicas
e/ou ndo gendmicas. Na regulacdo genémica (setas vermelhas), a ligagdo de E2 ao RE promove a
formacdo de homo/hetero dimeros, translocando-se para o nucleo e ligando-se diretamente a
elementos de resposta estrogénica (ERE), ou a fatores de transcricdo (FT) que regulam a
transcricdo de seus genes alvo, incluindo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), um
fator pro-angiogénico. Na regulacdo ndo-genomica (setas azuis), a ligacdo do E2 aos REs e ao
GPER na membrana plasmatica leva ativagdo das vias MAPK / ERK / PI3K / cAMP, que induz a
ativacdo da eNOS, um potente mediador da vasodilatagdo. O E2 também se liga & REs localizados
na membrana mitocondrial, melhorando sua funcdo, diminuindo a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e aumentando a sobrevida celular. Abreviaturas: ERK, proteina quinase ativada
por sinal extracelular; MAPK, proteina quinase ativada por mitdégeno; PI3K, fosfoinositido 3-
quinase; cAMP, adenosina monofosfato ciclico. Adaptado de lorda et al., 2017.
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Figura 7. Base fisiopatoldgica das doengas cardiovasculares em mulheres relacionada a deplecéo
hormonal. Fonte: o autor.

1.2. A DISFUNCAO ENDOTELIAL COMO UM IMPORTANTE PILAR NO
DESENVOLVIMENTO DAS DCV

Durante algum tempo o endotélio vascular foi considerado uma mera barreira fisica entre o
Ilimen e as demais camadas dos vasos e 0s tecidos por eles assistidos. No entanto,
evidéncias contundentes transcenderam este conceito provando ser este um conjunto de
células altamente ativas, com o status de 6rgdo endocrino/paracrino capaz de influenciar
inimeros processos homeostaticos, como o controle do tdnus vascular, do transito de

células e nutrientes, a manutencdo da viscosidade sanguinea e a formacdo de novos vasos
45,46
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De fato, o endotélio, além de descrito como uma estrutura dindmica, é considerado um
6rgdo heterogéneo, dada sua diversidade fenotipica nos espacos que ocupa € no tempo de
maturacdo de suas células. Estas possuem propriedades nao lineares e complexas que ndo
podem ser desassociadas do contexto de todo organismo, comparando-se a um sistema que
capta estimulos do microambiente local e os respondem de maneira a ndo apenas manter a
salide, mas também ditar a natureza focal de doencas vasculares ou de 6rgéos adjacentes *’
(FIGURA 8). Desta forma, € permissivel dizer que o endotélio esta envolvido com todos 0s
processos fiso/patoldgicos, seja como um determinante primario ou como uma fonte de

estimulos colaterais.

.Célula endotelial
(Sistema de controle)

Limen do vaso
(Sistema de entrada)

*Mediadores soluveis:
-Fatores de crescimento
-Citocinas

-Quimiocinas
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- Mediadores endoteliais
- - (Sistema de saida)

*Balango homeostatico
*Tono vasomotor
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*Proliferagéo
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Figura 8. Endotélio como um dispositivo de entrada-saida. Os estimulos (sistema de entrada)
surgem do ambiente extracelular; e as respostas (sistema de saida) manifestam-se como o fenétipo
celular; o ponto de ajuste representa as propriedades intrinsecas da célula endotelial (sistema de
controle). LPS, lipopolissacarideo; EROs, espécies reativas de oxigénio. Adaptado: Aird, 2004.

A constatacdo de Furchgott e Zawadzki, nos anos 80, de que o endotélio era capaz de
regular o ténus vascular em resposta a acetilcolina (ACh), direcionou o rumo das pesquisas
sobre o sistema cardiovascular, levando a descobertas de que estas células sao responsaveis
por produzir e liberar poderosas substancias vasoativas, denominadas fatores de
relaxamento derivados do endotélio e fatores constritores derivados do endotélio
(TABELA 2) “*° Quando a capacidade das células endoteliais de liberar os

vasodilatadores (com destaque para 0 NO) é reduzida, e em particular se a producdo dos
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vasoconstritores estd aumentada, instala-se uma condicdo classificada como disfuncéo
endotelial; e ao que parece ser, este € o marco inicial na cadeia de eventos danosos ao

sistema cardiovascular, reconhecida como um preditor de DCV .

Tabela 2. Fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs) e fatores constritores derivados do
endotélio (EDCFs) em artérias de resisténcia.

EDRFs EDCFs
Oxido nitrico (NO) Endotelina-1
Prostaciclinas (PGly,) Angiotensina Il
Fatores hiperpolarizantes Tromboxano A2 (TxA,)
derivados do endotélio (EDHF): Prostaglandina H,
- fons potassio (K*) Espécies reativas de oxigénio (EROs)

- Jungdes gap Mio-endoteliais
- Acidos epoxieicosatrienoicos (EETS)

- Perdxido de hidrogénio (H,0,)

Adaptado: Kang, 2014.

1.2.1. O Oxido Nitrico

Neste balanco da regulagdo exercida pelo endotélio, 0 NO se apresenta como uma
molécula de papel crucial, uma vez que é responsavel por desencadear ndo somente o
relaxamento das células musculares lisas, mas também por regular sua proliferacao, inibir a
agregacao plaquetaria, a oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), interferir na
liberacdo/acdo dos fatores constritores endoteliais e reduzir a expressdo de moléculas de
adesdo, afetando a fixacdo de mondcitos e plaquetas no leito vascular *°. Além de regular a
homeostase vascular, o NO também age como um neurotransmissor (pela via de
sinalizacdo da guanilato ciclase soltvel), regulando a transcricdo génica e a traducdo de
mRNA (por exemplo, ligando-se a elementos responsivos ao ferro), ou ainda leva a

modificagdes pés-traducionais (por exemplo, ribosilacdo de ADP) >,

O NO é sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS), da qual sdo identificadas trés
isoformas: neuronal (nNOS ou NOS-1), induzivel (iNOS ou NOS-2) e endotelial (eNOS

ou NOS-3), que em suas formas ativas sdo reconhecidas como dimeros, mas que de fato
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sdo estruturas tetraméricas constituidas por dois monémeros de NOS associados a dois
mondmeros de calmodulina. Possuem em seu dominio redutase os cofatores flavina-
adenina dinucleotideo (FAD) e nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD), e em seu
dominio oxidase os cofatores (6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH,4) e protoporfirina 1X
(heme), que em conjunto catalisam a conversdo dos substratos de L-aginina, NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) e oxigénio em NO, citrulina e NADP *%. A
figura 9 traz a representacdo molecular da isoforma endotelial da enzima, em diferentes
conformacdes, e 0s processos esquematicos de sintese do radical NO (quando a enzima
estd acoplada, ou seja, de posse de todos os cofatores) ou de anion superdxido (O,°")

(quando em sua versao desaclopada ou monomeérica).

Figura 9. Estrutura bésica da enzima dxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e esquema de catélise
de oOxido nitrico (NO) e anion superéxido (O,*). A) Representacdo da molécula de eNOS. Os
dimeros (estruturas em azul claro e escuro) unidos pelas calmodulinas (estrutura em verde) ao
centro dos dominios oxidase (fundo azul) e redutase (fundo magenta). O sitio de serina 1177
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(regulagdo positiva - hexagono amarelo) e treonina 495 (regulacdo negativa - hexagono laranja) séo
ativados por proteinas quinases e fosfatase, respectivamente. B) Com o aumento do célcio
intracelular, na presenca de substratos de L-arginina e cofator BH, suficientes, os dimeros de NOS
intactos acoplados a sua por¢do heme (condi¢édo indispensavel para a interagdo entre os dominios e
para a transferéncia eletrdnica entre os dominios das flavinas para o heme do mondémero oposto e
na reducdo de O,), a enzima sintetiza NO. A L-citrulina (L-Cit) é formada como subproduto e a
N®-hidroxi-L-arginina (N“-H L-Arg) é um composto intermediario na reacdo. C) As taxas de
oxidacdo do NADPH séo significativamente aumentadas em dimeros de NOS livres de substrato
contendo a porcdo heme e desacoplados do cofator BH,, consistente com uma producdo de O,
mais eficaz. D) Os mondmeros, e até mesmo os dominios isolados de redutase, sdo capazes de
transferir elétrons do NADPH para as flavinas FAD e FMN, mas tém uma capacidade limitada para
reduzir o oxigénio molecular em O,*", mas podem se ligar a calmodulina (CaM), que estimula a
transferéncia de elétrons dentro do dominio da redutase. No entanto, 0s monémeros sdo incapazes
de se ligar ao cofator BH, ou ao substrato L-arginina e ndo podendo catalisar a producdo de NO.
Akt 1, proteina RAC-alfa serina/treonina quinase 1; AMPK, proteina quinase ativada por
5’adenosina monofosfato; CaMKII, proteina quinase dependete de Ca*'/calmudolina 1l; PKA,
proteina quinase A; PP1, proteina fosfatase 1; PKC, proteina quinase C; Zn, zinco. Adaptado de
Forstermann, 2006; Forstermann e Minzel, 2006; Forstermann e Sessa, 2011.

Em situacGes onde ha comprometimento da sintese e/ou biodisponibilidade do NO, o
endotélio passa a ter dificuldades em desempenhar suas fungdes cardioprotetoras, ou seja, a
disfuncdo endotelial pode ser induzida por processos fisiopatoldgicos como por exemplo
no aumento de producdo de EROs (que leva ao estresse oxidativo) e no aumento de
mediadores pré-inflamatérios, ambos, comuns na hiperlipidemia e hipertensio arterial

(FIGURA 10).
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fisioldgicas, a liberacdo de 6xido nitrico (NO) no limen do vaso pela enzima 6xido nitrico sintase
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endotelial (eNOS) nas células endoteliais inibe a agregacdo plaquetaria e a trombose.
Abluminalmente, o NO parécrino ativa a guanilato ciclase soltvel (sGC) para produzir cGMP e
ativar a proteina quinase G (PKG) nas células do musculo liso (CML). O ¢cGMP e o PKG
contribuem para diminuir os niveis de Ca** intracelular, estimulando a sua recaptacéo pela ATPase-
calcio do reticulo endoplasmatico/sarcoplasmatico (SERCA) e a sua extrusdo através da ATPase
transportadora de célcio (PMCA) da membrana plasmatica. Além disso, a PKG desencadeia o
efluxo de K pelo canal de potassio sensivel a Ca** de grande condutancia (BKc,) para
hiperpolarizar a célula, reduzindo assim a entrada de Ca®* através do canal de célcio do tipo L
(LTCC). Finalmente, a PKG promove a desfosforilacdo da cadeia leve da miosina através da
fosfatase associada (MLCP). Juntas, essas modificagdes medeiam o relaxamento vascular. O tecido
adiposo perivascular (TAVP) contribui para este efeito em condi¢bes saudaveis, liberando NO e
adiponectina (APN), que ativam a produgdo de NO em CML. B) Fatores de risco cardiovascular
reduzem a biodisponibilidade do NO pelo desacoplamento da eNOS e ativacdo da NADPH oxidase
(NADPH ox), resultando em producéo de anion superéxido (O,""). A biodisponibilidade reduzida
do NO promove agregacéo plaquetéria, trombose e vasoconstricdo. O fator de necrose tumoral
(TNF) produzido a partir do PVAT ativa ainda mais o NADPH ox. A Disfuncdo endotelial
subsequente, a permeabilidade aumentada e a diapedese de leucdcitos (LK) contribuem para o
inicio da aterosclerose. MLCK, cinase de cadeia leve de miosina; SR, reticulo sarcoplasmatico.
Fonte: Farah, Michel e Balligand, 2018.

1.2.2. Hipertenséao Arterial e Disfuncao Endotelial

A hipertensdo é uma doenca que guarda intrincada relacdo de causa/efeito com a disfuncéo

endotelial, dado seu carater multifatorial **

. Vanhoultte et al., em uma ampla revisdo sobre a
disfuncéo endotelial e as doencgas vasculares, sumarizam que 0s experimentos em modelos
de hipertenséo essencial demonstraram que a hipertensdo promove a disfuncdo endotelial
de forma progressiva, mesclando fatores genéticos e ambientais de resposta inflamatéria.
Um exemplo pertinente de suas observagdes foi que em cepas hipertensas o
envelhecimento correlacionou-se com um incremento na producdo de prostaglandinas
constritoras e, paralelamente, a medida progressiva da elevacdo pressorica sistémica
também correlacionou-se com um aumento na sintese de endoperdxidos e prostaciclinas;

além de demonstrarem uma hipersensibilidade congénita ao vasopressor tromboxanos .

De fato, o prejuizo na biodisponibilidade do NO estd no cerne do desenvolvimento e
progressdo da hipertensdo, mas a0 mesmo tempo a doenca traz em si outros fatores
etioldgicos que desencadeiam ou retroalimentam esta disfuncdo. Como exemplos temos o

aumento da pressdo de cisalhamento que, em detrimento da produgdo de NO, passa a

55,56; n

agredir o leito vascular ativando vias oxidativas, como observado na aterosclerose a

deflagracdo do sistema renina-angiotensina o estimulo dos receptores de angiotensina do

tipo 1, que pode potencializar a sintese de EROs pela NADPH oxidase intensificando o

57

desequilibrio "; e de igual forma, a ativagdo de mediadores pro-inflamatorios e
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vasoconstritores, ao fim de suas vias, também resultam na producdo aumentada de O," e

outras espécies reativas nocivas >%.

Com isso, pode-se definir que a homeostase do tonus vascular desenha vias ténues de
equilibrio entre relaxamento e contragdo, de forma que os vasos respondam a contento as
necessidades do meio; porém, na hipertensdo ha um rearranjo tendencioso as vias
constritoras (FIGURA 11). Componentes reguladores da sintese de NO como o cofator
BH, e o substrato L-arginina, sdo essenciais no acoplamento e funcdo da eNOS, contudo
sdo sensiveis a oxidacdo. Uma vez desacoplada, a eNOS passa a ser uma fonte de O,*", e
esta molécula altamente reativa por si s6 pode provocar ou induzir danos na estrutura e
funcdo das células, ou ainda pode ser convertida a perdxido de hidrogénio (H,O;) ou
formar peroxinitrito (ONOO), influenciando a expresséo e atividade da arginase, enzima
que diminui a biodisponibilidade da L-arginina. Contudo, o H,O, é uma molécula
bivalente, a qual em condicBes fisiologicas, ou seja, em baixas concentragdes, esta
associada a funcbes endoteliais positivas em artérias de resisténcia, mediando, por
exemplo, a ativacdo do sitio de serina 1177 na eNOS para formacdo de NO, e também
atuando com um dos fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF), um
agonistas dos mecanismos de vasodilatacdo arterial®®. J4 o ONOO™ é reportado como
inibidor da sintese de prostaciclinas, um inibidor de canais de potassio no musculo vascular
e um agente oxidante do BH,4; bem com um ativador do sitio de serina 1177 que, diferente

do sitio inibidor treonina 495, estimula o desacoplamento da eNOS **°*.
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Figura 11. Mecanismos de controle do tonus vascular em artérias de animais normotensos (A) e hipertensos (B), mostrando a diferenca do balango entre os
fatores de relaxamento e constricdo. ACh, acetilcolina; M, receptores muscarinicos; Ca?", fon célcio, CaM, calmodulina; PLA,, fosfolipase A,; AA, &cido
araquidonico; COX, cicloxigenase; PGSI, enzima inibidora da sintese da cicloxigenase; Mitoc., mitocondria; XO, xantina oxidase; SOD, super6xido
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receptor de endotelina; ANG II, angiotensina tipo 2; AT-1, receptor tipo 1 de angiotensina. Adaptado de: Silva et al., 2012.
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1.3. ESTRESSE OXIDATIVO

Por meio dos exemplos anteriores podemos constatar que a disfuncdo endotelial na
hipertensdo também estd fortemente relacionada a outra condi¢cdo de instabilidade

organica, o estresse oxidativo.

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a produgdo de espécies
reativas e a capacidade do organismo de controla-las ®®3. Inimeras sdo as fontes e 0s tipos

64-%6 & erroneamente sdo rotuladas como nocivas, mas fato é que elas

de espécies reativas
sdo parte de processos inerentes aos organismos aerébicos, principalmente as derivadas do
oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERN), produzidas naturalmente durante o metabolismo
celular ou em resposta algum estimulo bioldgico . A regulacéo de suas concentracdes é
feita pelo sistema antioxidante enzimatico (superoxido dismutase [SOD]; catalase;
glutationa peroxidase [GPx] e glutationa redutase [GR]) e ndo enzimético (glutationa
[GSH]; coenzima Q10, &cido alfa lipdlico, entre outros), presentes no préprio organismo
ou adquiridos pela dieta (a-tocoferol, p-caroteno, flavonoides elagitaninos e outros) ®*. A
evolucdo adaptativa do organismo ao estresse oxidativo depende do equilibrio dos sistemas
de producdo e controle das espécies reativas, 0s quais determinam o ritmo da senescéncia,

senilidade ou desenvolvimento e agravo de doencas ">” (FIGURA 12).

Estruturas e processos biologicos do organismo, como a acdo das enzimas NADPH
oxidase e a xantina oxidase; bem como o metabolismo do acido araquiddénico, a
oxirredugdo de metais de transicdo e a cadeia respiratoria mitocondrial sdo fontes
espontaneas de espécies reativas, que em circunstancias patoldgicas sustentam o estresse
oxidativo; sendo 0 O,°", na maioria das vezes, a molécula primordial na cadeia de eventos
oxidantes ">, Uma vez estando biodisponiveis no meio, as EROs podem interagir com
diferentes substancias, propiciando danos a macromoléculas (ex.: proteinas, lipideos e
DNA) e perturbando os processos de sinalizagdo dependentes de oxirredugdo na parede
vascular . Neste ponto, fica a cargo do sistema antioxidante o controle das EROs que,
em coordenacdo, transformam estas moléculas em substratos menos nocivos ou indcuos
(FIGURA 13).
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Figura 12. Representacdo das respostas adaptativas do organismo mediante o balanco entre a
producdo e controle das espécies reativas (ER). EROs, espécies reativas de oxigénio; ERN,
espécies reativas de nitrogénio; ERS, espécies reativas de enxofre, ERCI, espécies reativas de
cloro; M™, metais de transicdo; ERC, espécies reativas de carbono. Adaptado: Vasconcelos et al.,
2007.
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Figura 13. Acdo esquematica do sistema antioxidante enzimatico sobre as especies reativas de
oxigénio. O anion superéxido (O,*") gerado a partir dos processos fisiolégicos ou patolégicos de
estruturas como a NADPH oxidase, cadeia respiratdria mitocondrial e eNOS desacoplada € entdo
captado pela enzima superdxido dismutase (SOD) que, por transferéncia de elétron, o transforma
em peroxido de hidrogénio (H,0,), liberando uma molécula de oxigénio. Caso a enzima falhe, ou
anion esteja excedente no meio, o O,* pode interagir com moléculas de éxido nitrico (NO) para
formar peroxinitrito (ONOO") e/ou participar no ciclo de oxirreducdo do ferro (Fe"") e gerar
radicais hidroxilas (HO"), potente agente oxidante. O H,O, quando n&o recrutado a exercer fungdes
essenciais sera dismutado em uma molécula in6cua de agua (H,0), seja pela acdo da catalase (e
neste processo uma molécula de O, também serd formada) ou pela glutationa peroxidase (GPXx).
Esta altima, catalisa 0 H,O, necessitando de duas moléculas de glutationa (GSH) e neste processo a
glutationa oxidada (GSSG) serd restaurada ao seu estado natural pela atividade da glutationa
redutase (GR), que oxida uma molécula de NADPH. Fonte: o autor.

Uma vez instalado o estresse oxidativo, as vias de sinalizacdo dependentes das EROs,
necessarias ao bom funcionamento das células, sdo desvirtuadas e, especificamente no
endotélio, a cascata de sinalizacdo vasoprotetora do NO é afetada, onde 0 O,* excedente
passa rapidamente a sequestrar o escasso NO, transformando-o em ONOO. Essa
molécula, por si s6, € um potente agente oxidante que dentre muitos danos, também
interage como o cofator BH,, levando ao desacoplamento da eNOS, que passa a funcionar
como uma enzima pré-oxidante (por reduzir o O, em O,*), efetivando a disfuncdo
endotelial (FIGURA11) .
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Embora o estresse oxidativo na hipertenséo seja um tema em franca expansao, muito se
evidencia que sua principal influéncia sobre a pressdo arterial se dé em nivel vascular,
onde, além de discorrer sobre a disfuncdo endotelial e sua influéncia no balanco de
substancias vasoativas, também incita a producdo de fatores de crescimento e fibrose
através da ativacdo de metaloproteinases de matriz (enzimas de reparacdo tecidual), o
aumento do calcio intracelular, a ativagdo do crescimento e vias de sinalizacao inflamatoria
e aumento da deposicao de matriz extracelular, que redundam no remodelamento estrutural
dos vasos, incrementando a disfuncéo endotelial .

Mediante ndo s6 a este despareamento do sistema antioxidante endégeno, mas também os
efeitos globais do estresse oxidativo nos organismos vivos, houve um aumento do interesse
cientifico em pesquisas sobre substancias antioxidantes exdgenas, com um potencial apelo
na descrigdo do seu auxilio no restabelecimento das funcdes orgéanicas, seja na busca do
entendimento de seu papel coadjuvante/essencial neste processo ou como propostas

terapéuticas de fato "%,

1.4. TERAPIAS ANTIOXIDANTES E DCV

A progressiva estatistica dos casos de DCV e danos correlatos, contrapostos aos
tratamentos clinicos e farmacoldgicos existentes, cada vez mais onerosos ®, faz crescer o
interesse por fontes terapéuticas de baixo custo, facil acesso e de resultados efetivos
equivalentes ou melhores. Num levantamento estatistico recente, pulicado pela The Lancet,
sobre a correlacdo entre o consumo dos principais alimentos/nutrientes em 195 paises e 0
seu impacto na morbimortalidade por doencas cronicas ndo transmissiveis, constatou que
o0s habitos alimentares precérios estdo associados a tais enfermidades e potencialmente séo
0s maiores contribuidores das taxas de mortes em todo mundo ®. Os pesquisadores
discutem que, diferente de muitos outros fatores de risco, o risco dietético pode afetar as
pessoas independentemente da idade, sexo e desenvolvimento socioeconémico, e que 0
consumo elevado de sal, um baixo consumo de gréos e frutas estdo interligados

principalmente aos registros de dbitos por DCV (FIGURA 14).
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A vista destas evidéncias, parte da resposta aos problemas de salde parece estar em uma
das necessidades humanas mais basicas, a alimentacdo; ou mais acuradamente, a ingestao

dos componentes nutricionais essenciais ao equilibrio homeostatico.

De fato, as pesquisas com alimentos naturais, seja 0 seu consumo na forma integral ou pela
suplementacdo com seus compostos isolados, tém apresentado resultados significativos no
que se diz respeito a interacdo de seus principios ativos com estruturas e sistemas do corpo
humano, moléculas com efetivas acBes anti-inflamatdrias, antioxidantes ou anti ou pro-
apoptéticas . A exemplo, foi demonstrado que o consumo de altas quantidades de
polifendis presentes em alimentos como cerejas, chocolate, café, macgds e olivas esta
relacionado com uma menor incidéncia de eventos cardiovasculares em um periodo de dez

anos de avaliacio ¥'.

Os efeitos dos flavonoides (principais polifendis avaliados na pesquisa anterior) sobre a
aterosclerose estdo vinculados a reducdo do estresse oxidativo, hiperlipidemia e
inflamacdo, e a melhora da funcdo endotelial, pressao arterial e 0 metabolismo de lipideos
8 Substancias derivadas da roma também demonstram ser capazes de reduzir o estresse
oxidativo, a agregacdo plaquetaria e a absorcdo lipidica pelos macrdfagos, e influenciar
positivamente a funcdo endotelial, regular a pressdo arterial em estudo in vivo e in vitro;
além de estarem envolvidas em dados de menor nivel pressérico e atenuacdo da
aterosclerose em estudos clinicos ®. Neste Gltimo exemplo, os efeitos vasoprotetores foram
atribuidos principalmente aos elagitaninos, mais especificamente ao acido elagico, em

primeira instancia aos flavonoides e as antocianinas.

1.4.1. O Acido Elagico

O é&cido elagico é um fitoquimico da ordem dos polifenois, derivado de elagitaninos mais
complexos, encontrado naturalmente em frutas, nozes, chas, vinhos e plantas medicinais
89 Estruturalmente é representado como uma molécula altamente estavel
termodinamicamente (FIGURA 15), com quatro anéis representando o dominio lipofilico e
quatro grupos fendlicos e dois grupos lactonas (que podem atuar como doadores e

receptores de ligag4o de hidrogénio, respectivamente) representando a parte hidrofilica **.
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Figura 15. Férmula estrutural do acido elagico. Em destaque estdo os grupos fenolicos (fundo
amarelo) e lactonas (fundo azul).

Os elagitaninos possuem uma ampla diversidade estrutural na natureza, e por serem
compostos complexos, quando ingeridos, sofrem prontamente reacdes quimicas, em que,
da hidrolise de seu arcabougo, derivam outra gama de estruturas as quais efetivamente séo
responséveis por seus beneficios a satide . J4 a hidrélise de suas ligagBes de ésteres
ocorrem de forma relativamente lenta, o que permite uma absorgdo gastrointestinal de
4cido elagico prolongada %. No trato gastrintestinal, o acido elagico livre é convertido em
glucuronideo de acido elagico dimetilado, que é entdo metabolizado pela microbiota do
célon em urolitina A e B (principais produtos da biotransformacdo dos elagitaninos)
(FIGURA 16); e uma vez incorporados a circulacdo entero-hepética, estes compostos

ativos, dentre muitos aspectos, podem atuar como anélogos hormonais .
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|t

Figura 16. Biotransformacdo do acido elagico (A) e perfil de absorcdo e atividade antioxidante
(B). Adaptado de: Landete, 2011; Espin et al., 2013; Lipinska, Klewicka e Sdjka, 2014.
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O consumo de alimentos ricos em &cido eldgico ou elagitaninos tem sido associado a
inimeros beneficios a saude em estudos experimentais e clinicos, sendo caracterizado
como compostos bioativos nutracéuticos *. Atividade antioxidante, antibiética, anti-
inflamatoria e antitumoral sdao exemplos reportados a estes compostos, além de evidencias

benéficas na prevencao da obesidade, doencas neurodegenerativas, cancer e DCV *%,

O sistema cardiovascular em interacdo com os elagitaninos se beneficia principalmente por
seus efeitos antioxidantes, onde evidéncias apontam uma protecdo contra particulas

%100 o 3 oxidagdo dos lipideos de membrana %% e, ainda,

oxidadas de lipoproteinas
como um inibidor das EROs %%, Também, e ndo menos importante, o 4cido elégico tem
se mostrado um modulador das respostas celulares dos vasos, como melhora incisiva nos

parametros de coagulacdo ®*'% 106,107

, resposta inflamatoria e performance vasomotora
108109 No entanto, os mecanismos envolvidos nestes efeitos ainda ndo foram exauridos por
pesquisas. Exatamente por se tratar de um composto dietético, muitos questionamentos
envolvendo a mensuracdo de sua biotransformacao, absorcao, distribuicdo e concentracéo
nos tecidos alvos deixam lacunas a serem preenchidas com relagdo se seus efeitos
biol6gicos ocorrem de maneira direta ou indireta. Com isso, justifica-se a necessidade de
um incremento das atuais evidéncias e um aprofundamento das bases biomoleculares de

seus resultados.

Neste sentido, a maioria dos trabalhos in vivo, descritos até o presente momento, se
debrugam sobre experimentos em espécimes machos, e muitos sdo voltados para as areas
da oncogénese, distrbios metabdlicos e processos inflamatérios ®*'°. No entanto, mesmo
que o interesse sobre os efeitos cardiovasculares dos elagitaninos seja pertinente, poucos

sdo 0s experimentos voltados para este sistema e tdo pouco sdo os que incluem as fémeas
86

Portanto, mediante todo o exposto, esta pesquisa se dispds a investigar os efeitos do acido
elagico sobre a vasomotricidade dependente do endotélio, em vasos de resisténcia, num
modelo de privacdo estrogénica de ratas espontaneamente hipertensas (SHR).
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2. HIPOTESE

Embora o interesse por pesquisas correlacionando os habitos alimentares e as doencas
crénicas ndo transmissiveis seja amplamente difundido, e as investigacdes dos efeitos
bioldgicos de seus compostos nutricionais sejam temas cada vez mais emergentes, hd um

consenso de que muitas lacunas ainda se encontram em aberto.

Grande parte do real impacto do uso de determinados nutrientes sobre os dados estatisticos
de salude ndo foram totalmente apurados e os mecanismos moleculares das diferentes
substancias bioativas ndo sdo totalmente compreendidos. Ainda, a medida que a
expectativa de vida populacional aumenta, a discrepancias de género, idade e sexo também

sdo destacadas como variaveis importantes para uma discussdo mais acurada dos dados.

E bem estabelecido que homens e mulheres tém suas particularidades na fisiologia dos
sistemas organicos e na fisiopatologia dos mesmos, sobretudo no que se diz respeito ao
sistema cardiovascular. E como descrito anteriormente, também sdo inumeros 0s
fitocomponentes dietéticos que tem demonstrado efeitos promissores, dentre os quais
queremos destacar o acido elagico. No entanto, a quantificacdo de seu real valor a salde é

um tema a ser lapidado e incluso nesta discussao.

Com isso, a hipotese é de que o tratamento como o acido elagico seja capaz de proteger o
leito vascular dos danos causados pela hipertensdo, em associagdo a deficiéncia
estrogénica, pela manutencdo da funcgdo endotelial.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento com acido elagico sobre a reatividade vascular dependente

do endotélio de artérias de resisténcia em ratas espontaneamente hipertensas (SHR).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar os efeitos do tratamento com &cido elagico sobre:
a) Os dados hemodinamicos de pressao arterial e frequéncia cardiaca;
b) A reatividade vascular dependente do endotélio e a modulacdo endotelial do NO;

c) Os parametros antioxidantes, pela expressao das enzimas superoxido dismutase

mitocondrial e Catalase;

d) A disfuncdo endotelial, pela expressao da enzima éxido nitrico sintase endotelial e

seu quociente fosforilado;

e) Os niveis de producdo de Oxido nitrico (NO) e anion superoxido (O,*) no leito

vascular mesentérico.



47

4. MATERIAL E METODOS
4.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo desta pesquisa, foram solicitados ao biotério central da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES) ratos SHR, fémeas, com dez semanas de vida e peso
corporal entre 120 e 140 gramas. Os animais foram separados aleatoriamente em cinco

grupos de oito individuos e identificados de acordo com os tratamentos:

1. Ratas tratadas com veiculo (carboximetilcelulose), usadas como controle
(SHAM);

2. Ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (OVX);

3. Ratas ovariectomizadas e tratadas com acido elagico (OAE);

4. Ratas ovariectomizadas e tratadas com 17-f estradiol (OE2);

5

Ratas ovariectomizadas e tratadas com &cido eldgico e 17-f estradiol (OAE+E2).
Os tratamentos tiveram duracao de quatro semanas.

Os animais foram acomodados em gaiolas coletivas (4/1) sob condi¢Ges de temperatura
(22-24°C), umidade (40-60%) e luminosidade (12 h claro e 12 h escuro) controlados; bem

como Ihes foi possibilitado livre acesso a 4gua e racdo (Labina®, Purina do Brasil).

Esta pesquisa foi realizada pelo Laboratorio de Regulagdo Neuro-Humoral da Circulagéo,
sob registro n° 56/2016 do Conselho de Etica em Pesquisa com Animais do Centro
biomédico da UFES, e seus experimentos foram conduzidos conforme o Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, seguindo as normas do manual de biosseguranga. As
eutandsias foram feitas por meio de guilhotina e os animais foram descartados
apropriadamente em freezers instalados no Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias

Fisiologicas.

4.2. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

O fluxo cronolégico dos protocolos experimentais contou com quatro semanas de

tratamento, periodo compreendido entre sete dias apds a ovariectomia até a eutanasia dos
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animais. A sintese dos eventos prévios e subsequentes estd representada na figura 17.

Apos, segue-se o detalhamento técnico dos mesmos.

% @
® kL
o 5) @
° ©®
)
| | | | |
I l 1 semana I 4 semana | I
Legenda
@ Aquisi¢do e ambientagdo dos animais @ Hemodindmica @ Bioquimica
@ Ovariectomia @ Eutanasia/coleta de tecidos
@ Divisdo/Inicio dos tratamentos @ Reatividade vascular

@®) Grupo SHAM @) Grupo OVX @) Grupo OAE @) Grupo OE2 @) Grupo OAE+E2

Figura 17. Fluxograma dos protocolos experimentais

4.2.1. Ovariectomia

O procedimento de ovariectomia performou a técnica descrita por Hernandez et al. **,

em
que os animais foram anestesiados e sedados com ketamina (80mg/kg) e xilazina (12
mg/kg) e, logo apds, incisbes sequencias sobre a pele e 0 musculo, de aproximadamente 1
a 1,5 cm, foram feitas na regido intermédia entre o rebordo costal e a coxa, para exposi¢ao
da cavidade peritoneal. O ovario foi exteriorizado e extirpado e a trompa uterina foi
lagueada com fio cirurgico, seguindo a sutura dos tecidos cisionados. Estes procedimentos
foram realizados bilateralmente em todos os animais, exceto no grupo SHAM, no qual os
ovarios foram preservados. As cirurgias ocorreram em dias intercalados para cada grupo e
0s tratamentos com a terapia antioxidante e reposicdo hormonal tiveram inicio apds

transcorrido sete dias da mesma.

Para a comprovacdo do sucesso das ovariectomias, ao término dos tratamentos e apds a

eutanasia, os uteros foram dissecados e secos em estufa (100 °C, por 24 horas) e entdo
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pesados. Os resultados foram expressos pelo quociente aritmético mediante a correcdo do

peso seco do utero pelo comprimento da tibia:

Peso (mg)

Tibia (mm) = Peso corrigido (mg/mm)

4.2.2. Tratamento com acido elagico

O acido elagico (Sigma-Aldrich, Brasil), apresentado na forma liofilizada (>95%) extraido
da casca da romazeira (Punica granatum), foi diluido em carboximetilcelulose, a
propor¢do de 10 mg/mL. Para cada animal, foram administrados uma dose de 10
mg/kg/dia de AE, por sondagem gastrica, com volumes maximos ndo excedendo a 0,35

112

mL, durante 4 semanas ~“ (com adaptacdes).

4.2.3. Terapia de reposicao hormonal com estrogénio

Para a reposicdo hormonal, foi diluido 1mg de estradiol (Libbs Farmacéutica Ltda) em 5ml
de caboximetilcelulose e administrado via sondagem gastrica uma dose de 1mg/kg/dia,

113

durante quatro semanas ~° (com adaptacdes).

4.2.4. Reatividade Vascular
4.2.4.1. Disseccao das artérias mesentéricas

Passado o periodo de tratamento, os animais foram decapitados com guilhotina e por meio
de uma incisdo no mediastino, a altura do abdémen, o leito mesentérico foi exposto e posto
em uma placa de petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit a 4° C (composi¢cdo em mM:
NaCl 118; KCI 4,7; NaHCO3 25; CaCl,.2H,0 2,5; KH,PO, 1,2; MgSO,4.7H,0 1,2; EDTA
0,01 e glicose 11). Em seguida, os vasos foram dissecados e segmentos de terceira
ramificacdo foram isolados e limpos de tecido adiposo antes de seguir para a avaliagdo da
funcdo vascular, segundo a técnica descrita por Dal-Ros et al. **. Seccdes vasculares

transversais de aproximadamente dois mm de comprimento foram feitas com o auxilio de
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um microscopio de dissecacdo. Em seguida, ao anéis mesentéricos foram montados em um

mi6grafo segundo a técnica descrita por Mulvany & Halpern **°

, em que dois fios de
tungsténio (40 um de didmetro) sdo inseridos no Iimen das artérias e montados em um
miografo para vasos de resisténcia, onde sdo realizados os estudos de tensdo isométrica
(Danish Myo Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S, Aarhus, Dinamarca). A
montagem segue com um dos fios sendo acoplado a um transdutor de tensdo e o outro a
um micrdmetro que permite o estiramento das artérias. O miografo, por sua vez, foi
conectado a um sistema para aquisi¢do (Powerlab/800 ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill,
Australia) de dados e este a um computador (Figura 6). Durante todo esse processo as
artérias foram mantidas em solucdo de Krebs (2,5 mmol de Ca?") e aeradas com
carbogénio, a 37 °C. Uma vez acopladas ao sistema, as artérias foram deixadas em repouso

por 30 minutos para estabilizacdo antes de performar os experimentos de reatividade.

Artéria

Garras de suporte i
mesentérica

(fixo e moével)

4 <

Fio de tungsténio
(40 pm)

S J Powerlab
' > ADinstruments
Transdutor |-
de forca

95% O, e 5% CO,
pH7,4 37°C Miégrafo

Figura 18. Esquema representativo da preparacdo experimental dos anéis de artéria mesentérica
para a realizacdo de estudos de reatividade vascular in vitro.
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4.2.4.2. Avaliacdo da funcdo vascular mesentérica

Para avaliar a reatividade vascular das artérias mesentéricas nos diferentes grupos

experimentais, seguiu-se 0s protocolos:

I.  Awvaliacdo da integridade funcional do endotélio: A funcdo endotelial foi avaliada
através do relaxamento induzido pelo agonista dos receptores muscarinicos (ACh).
Para tal, os anéis de artérias mesentéricas foram pré-contraidos com fenilefrina 10°®
M (3 pM). Uma vez atingido o platd, uma dose unica de ACh, na concentragédo de
10™° M (10 uM), foi aplicada e observada a reagdo. Foram consideradas viaveis as
amostras que apresentavam um relaxamento superior a 80% da resposta maxima de

contracao.

Il.  Os anéis foram lavados quatro vezes com solucdo de Krebs e novamente seguiu-se

30 minutos de repouso.

I1l. O registro da funcdo vascular entdo de fato foi performado mediante uma nova pré-
contracdo com fenilefrina, seguindo desta vez a administragédo de concentracGes
cumulativas de ACh (1nM a 100 uM) para a observacdo da curva concentragao-

resposta sobre o reflexo vascular.

IV.  Com objetivo de avaliar a participacdo do NO na resposta vasodilatadora da ACh,
uma nova curva concentragéo-resposta a ACh (1 nM a 100 uM) foi realizada apds o
uso de um inibidor inespecifico da NOS, No-nitro-L-Arginina Metil Ester (L-
NAME, 300 uM), adicionado a cuba 30 minutos antes.

4.2.5. Avaliagbes Hemodinamicas

Apo6s completo o ciclo de tratamento, os animais foram anestesiados com mistura de
quetamina (70 mg/kg, AGENER, BRASIL) e xilazina (10 mg/kg, BAYER, BRASIL) por
via intraperitoneal e submetidos a cirurgia para cateterismo ventricular esquerdo como
descrito anteriormente ", A 4rea de disseccéo foi depilada & altura do pescoco e feita
uma pequena incisdo na pele para acesso a artéria carotida direita e introducdo de um
cateter de polietileno (PE 50) preenchido com salina e heparina no limen do vaso ate a
aorta, ascendendo ao ventriculo esquerdo. Um transdutor de pressdao (TRI 21, Letica

Scientific Instruments, Espanha) conectado a extremidade livre do cateter transformava o
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estimulo mecénico em estimulo elétrico. O estimulo era amplificado (Powerlab/4SP
ML750, ADInstrument, Australia) e transmitido a um computador para processamento
digital do registro de pressao. A frequéncia cardiaca (FC) foi obtida através do nimero de
pulsos arteriais por minuto, além da pressao arterial sistolica (PAS), diastélica (PAD) e
média (PAM).

4.2.6. Estudo da Expressao Proteica
4.2.6.1. Western blotting para deteccédo da expressao proteica

A técnica de Western Blotting foi utilizada para determinar a influéncia do tratamento com
acido elagico sobre a expressdo de proteinas do sistema antioxidante enzimatico e as
fracOes inativas e fosforiladas da enzima Oxido nitrico sintase. A expressdo de todas as
proteinas foi realizada em condicdo basal, ou seja, os tecidos arteriais foram coletados

imediatamente ap6s a eutanasia e conservados até o dia do experimento em freezer -80° C.

4.2.6.2. Extracdo e quantificacao de proteinas e preparo das amostras

A homogeneizacdo dos tecidos mesentéricos congelados foi realizada em tubos plasticos
contendo tampdo de lise (1% de Nonidet P40, 0,5% de Deoxicolato de Sédio, 0,1% de
SDS, pH igual a 7,2). Por conseguinte, foi adicionado uma pilula composta por inibidores
de proteases e EDTA (Sigma Fast, Sigma, EUA) para cada 10 mL de tampdo de lise,
Na,VO,4 1M e NaF 5M na propor¢do 1mL/100mg. As amostras foram centrifugadas por 40
segundos a uma velocidade de 6500 rpm, e em seguida centrifugados novamente durante
20 minutos a 14000 rpm, a 40° C (Eppendorff, Alemanha). O pellet formado foi descartado
e a concentracdo proteica do sobrenadante foi entdo quantificada pelo método de Lowry
18 " utilizando-se espectrofotometro com absorbancia de 750 nm. Comparou-se a
concentracdo proteica das amostras com uma curva de albumina sérica bovina (BSA), em
concentragcOes conhecidas, utilizada como padrdo. A leitura da curva e de todas as amostras
foi feita em triplicata. Preparou-se aliquotas contendo 0 volume necessario para uma carga
de 50 pg de proteina, além do tampao de amostra (Lammeli 5X) (4 mL de Tris-HCI 1,5M

pH 6.8, 10 mL de glicerol, 5 mL de B-mercaptoetanol, 2 g de SDS, 1mL de 1% azul de
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bromofenol). Todas as aliquotas foram padronizadas para um volume final de 15 pL
completando o volume de cada uma com agua Milli-Q, quando necessario. As amostras

depois de preparadas foram aquecidas a 95° C durante cinco minutos.

4.2.6.3. Eletroforese e transferéncia das amostras

As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida a 10% (gel de corrida: 0,5 M
Tris HCI pH:6,8, acrilamida 40%, SDS 10%, APS 10% e Temed) e 10% (gel de entrada:
1,5 M Tris HCI pH: 8.8, acrilamida 40%, SDS 10%, APS 10% e Temed). Apds a
preparacdo dos géis, 0s mesmos foram imersos em um tampao de corrida para eletroforese
(25 mM de Tris HCI ,190 mM de glicina e 0,1% de SDS) e foi realizado o carregamento
com as amostras nos respectivos géis. Posteriormente, as amostras foram submetidas a uma
corrente constante de 80V por aproximadamente 2 horas para a separacdo das proteinas
pelo peso molecular (PowerPac TM HC, BioRad, CA, EUA). Ap6s o término da
eletroforese, foi feita a transferéncia elétrica das proteinas para uma membrana de fluoreto
de polivinilideno - PVDF (Merck Millipore, EUA) em um sistema de transferéncia
molhado. Para isso, o gel, a membrana e o papel filtro foram montados em um sistema de
sanduiche banhados por uma solucdo de tampdo de transferéncia que foi mantida em
aproximadamente 4° C durante todo processo de transferéncia (Tris 25mM, glicina
190mM, e Metanol 20%), com corrente constante de 100 V por 1:30 horas.

4.2.6.4. Incubacdo com anticorpos primarios e secundarios

Ao final da transferéncia, as membranas foram incubadas por 2 horas, a temperatura
ambiente, com solucdo de bloqueio (leite desnatado 5% em TBS-T (Tris HCI 10 mM,
NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,6), com o objetivo de evitar ligacGes inespecificas
com reativos ndo imunolégicos. Em seguida, as membranas foram incubadas pelo periodo
de 4 horas a 4°C, sob agitacdo, em TBS-T adicionado com 0s anticorpos primarios
policlonal anti-rabbit para a isoforma mitocondrial da enzima superéxido dismutase —
SOD2 (Diluicao 1:500, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), monoclonal anti-mouse para a
enzima catalase (Diluicdo 1:2000, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), monoclonal anti-rabbit
para a eNOS (Diluigdo 1:2000, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) e monoclonal anti-
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rabbit para a p-eNOS (Dilui¢do 1:2000, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), proteina
que foi utilizada como controle. Depois disso, as membranas foram lavadas trés vezes, sob
agitacdo, com solucdo TBS-T para remocédo do excesso de anticorpo primario e possivel
ligagdo inespecifica. A solugdo de TBS-T foi trocada a cada 10 minutos. Posteriormente as
membranas foram incubadas por 2 horas em temperatura ambiente sob agitacdo com os
anticorpos secundarios conjugadas a enzima fostase alcalina anti-mouse IgG (Diluigédo
1:3000, Abcam, Cambridge, MA, EUA), ou um anticorpo anti-rabbit 1gG (Diluicdo
1:7000, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA).

4.2.6.5. Deteccdo das proteinas

A deteccdo das bandas das proteinas de interesse foi realizada por meio da adi¢cdo de uma
solucdo de nitroblue tetrazolium e 5-bromo-4-chloro-3-indolyphosphate (NBT/BCIP
system — Invitrogen, CA, EUA). Para a quantificacdo da densidade das bandas foi utilizado
0 software ImagelLab (BIO-RAD Laboratories, CA, EUA), e os resultados foram
calculados utilizando a relacéo entre a densidade das proteinas de interesse corrigidas pela
intensidade da proteina utilizada como controle (B-actina). Para os resultados da p-eNOS, a
concentracdo foi representada pelo quociente aritmético em relacdo a concentracdo total da
e-NOS.

4.2.7. Detecgao “in situ” da producgao vascular de anion superoéxido e 6xido

nitrico
4.2.7.1. Fluorescéncia produzida pela oxidacédo do dihidroetideo

Para verificar a influéncia do tratamento por quatro semanas com acido elagico sobre a
producdo de O,", foi utilizada a técnica de fluorescéncia produzida pela oxidacdo do
corante fluorescente oxidativo dihidroetideo (DHE). Este € um derivado do etidio que,
quando em contato com O, , é oxidado, transformando-se em brometo de etidio (2-E+OH)
e, posteriormente, ligando-se a0 DNA das células emitindo fluorescéncia vermelha,
viabilizando a inferéncia da produgdo “in situ” de radical superoxido *°. Os segmentos de

artéria mesentérica foram limpos e mantidos por 1 hora em solu¢do Krebs-HEPES (em
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mM: 130.0, NaCl; 5.6, KCI; 2.0, CaCly; 0.24, MgCl,; 8.3, HEPES; e 11.0, glicose, em pH
7,4) com sacarose 30%. Em seguida, os segmentos foram transferidos para um meio de
inclusdo (Tissue-Plus® OCT Compound) e armazenados a -80 °C até a anélise. Seccdes
transversais foram feitas nas artérias por meio de um aparelho de criostato (modelo e
marca, pais), formando anéis com 10 um de espessura, os quais foram fixados em laminas
gelatinizadas. Estas laminas foram mantidas em estufa a 37 °C, por uma hora, para retirada
do meio de inclusdo. Apos este procedimento, os cortes fixados foram incubados com
tampao Krebs-HEPES em idénticas condi¢des por 30 min, a 37 °C. Ap0s, tendo 0 excesso
de solugéo vertido e seco das laminas, deu-se a incubagdo com DHE (2uM) em camara
Umida e protegida da luz, a uma temperatura de 37 °C por 30 minutos. A captura das
imagens das seccOes de artéria mesentérica foi feita em um microscopio de fluorescéncia
invertido (Leica DM 2500, objetica 40x, Nikon Instruments Inc., Melville, NY, EUA) com
camera fotografica (Leica DFC 310 FX, Nikon Instruments Inc., Melville, NY, EUA) de
filtro 568 nm acoplada. O software MetaMorph foi utilizado para quantificagdo dos pontos
fluerencentes detectados nas imagens, sendo o resultado expresso como intensidade de

fluorescéncia (unidades arbitrarias), normalizado pela intensidade do background.

4.2.7.2. Deteccéo da producédo de 6xido nitrico

A disponibilidade local de NO foi determinada utilizando 4,5- diaminofluoresceina (DAF-
2). Os procedimentos envolvidos desde a coleta das amostras arteriais até os cortes das
mesmas, seguem igualmente as condigdes descritas no protocolo de DHE. Em sequéncia,
as artérias mesentericas foram incubadas com tampédo fosfato (0,1 M) contendo CaCl2
(0,45M) em estufa a 37 °C, por 30 minutos, para remocdo do meio de inclusdo. Em
seguida, as laminas foram secas e incubadas com DAF-2 (8 uM) diluido em solugéo
tampéo nas mesmas condigdes de tempo e temperatura. Imagens digitais foram coletadas
no microscopio de fluorescéncia Leica DM 2500 com a objetiva de 40x e cdmera Leica
DFC 310 FX (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, EUA), usando a mesma configuracao
de imagem para controle e grupo tratado com acido elagico. A densidade de fluorescéncia

média foi calculada usando o software MetaMorph
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4.2.8. Determinacdo do percentual de participacdo estimada do éxido nitrico

no relaxamento vascular

Para estimar a participacdo relativa do NO no relaxamento a ACh em cada grupo, foi feito
um célculo aritmético entre os valores médios da area sob a curva (ASC) e da resposta
méaxima (Emax) de relaxamento sem o inibidor (curva controle) e ap6s a administracdo do

inibidor L-NAME, sob a seguinte férmula:

n

Curva controle - Curva L-NAME
A%NO = Z(

x 100
- Curva controle )

4.3. ANALISE ESTATISTICA

Para as analises descritivas das diferencas entre os grupos foi utilizado ANOVA de 1 via, e
para a deteccdo das diferencas entre os tratamentos, em relacdo a concentracdo-resposta de
ACh, foi usada a ANOVA de 2 vias. Em ambos os testes, foi performado o post test de
Tukey para corre¢do das multiplas comparacOes. Ja a analise das diferencas intergrupos,
utilizou-se o teste t para dados pareados. Os resultados foram expressos como média + erro

padrdo da média (EPM), com um intervalo de confianca de 95% (p< 0,05).
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5. RESULTADOS
5.1. DADOS PONDERAIS E HEMODINAMICOS

Os dados ponderais de peso corporal e peso uterinos sdo demonstrados na tabela 3. Em
relacdo ao peso corporal inicial, ndo foram detectadas diferencas entre os grupos. Contudo,
ao final do periodo experimental, foi observado ganho de peso corporal em todos 0s
grupos, de forma que a presenca do estrogénio enddgeno ou da reposicdo hormonal
permitiu que este aumento fosse significativamente menor entre os grupos SHAM, OE2 e
OAE+E2 em comparagdo aos grupos OVX e OAE (p< 0,05). Ainda assim, na anélise do
calculo de ganho absoluto, estas diferencas permanecem apenas com uma ressalva para o
grupo OAE+E2, que demonstrou manter um ganho absoluto menor em relacdo ao grupo
OAE (p <0,05).

Em relagdo ao peso uterino, foi observado que todos os animais castrados se diferem do
grupo SHAM (p< 0,05). No entanto, os grupos OAE e OV X, como esperado, apresentaram
uma diminuicao significativa do peso do Utero, numa proporcao respectiva de 1,209 mg e
1,226 mg a menos, respectivamente, em comparagéo ao grupo SHAM (p <0,05). O peso do
Utero dos grupos OE2 e OAE+E2 também se mostraram diferentes comparados ao grupo
SHAM, contundo, numa menor proporcdo de 0,696 mg e 0,527 mg, respectivamente (p
<0,05). Contudo, a reposicdo estrogénica com E2 foi capaz de estabelecer diferenca
significantes no peso do Gtero dos animais tratados, em que os valores se encontravam
maiores nos grupos OE2 e OAE+E2 em comparacdo com 0s grupos OVX e OAE (p<
0,05), comprovando que os efeitos tréficos do E2 sobre o Utero destes animais estavam

presentes.

Os dados hemodinamicos de pressao arterial e frequéncia cardiaca também sdo expressos
na tabela 3. Neles, ficam notorios que a terapéutica com o acido elagico e/ou estrogénio
foram capazes de preservar a pressdo arterial das ratas castradas (grupos OAE, OE2 e
OAE+E2), evidenciando valores de pressdo sistolica, diastolica e pressdo arterial média
semelhantes aos grupos SHAM, apds quatro semanas. Diferentemente, o grupo OVX
expressou valores pressoricos significativamente maiores, cerca de 21,0 mmHg de pressao
sistdlica, 15,5 mmHg de pressdo diastolica e 17,4 de pressdo arterial média a mais em
relacdo ao grupo SHAM (p< 0,05), deixando evidente uma influéncia pressorica referente a

castracdo. Estes valores tornam-se mais discrepantes se comparadas aos demais grupos
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castrados e tratados, os quais exibem valores significativamente menores que 0 grupo
OVX (p< 0,05), numa ordem média de 24,1 mmHg de pressao sistdlica, 23,2 mmHg de

pressdo diastolica e 26,4 mmHg de pressdo arterial média a menos.

Ja os dados sobre frequéncia cardiaca ndo apontam diferencas significativas nos indices
dos grupos castrados, em rela¢do ao grupo SHAM. O que se constata & uma diferenca entre
0s grupos OE2 e OVX, com uma interferéncia cronotropica negativa da reposicédo

hormonal, reduzindo os numeros de batimentos médios no grupo OE2 (p <0,05).
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SHAM (n=8) OVX (n=8) OAE (n=8) OE2 (n=8) OAE+E2 (n=8)
Peso Corporal Inicial (g) 1556 £+ 15 1556 + 3,7 1544 + 56 1528 + 57 1604 + 54
Final (g) 1896 + 15a 2150 = 24a* 2056 + 28a* 1928 + 4,la#o 1921 * 28a#o
A absoluto (g) 340 = 25 59,4 = 4.2%* 514 + 4/4%* 40,0 = 54# 31,7 * 42#o
Peso Utero/Comprimento Tibial (mg/mm) 1,47 + 0,07 0,38 £ 0,02* 038 =+ 0,01* 1,12 + 0,06*#o 096 =* 0,08 *#o
Presséo Arterial Sist. (mmHg) 1976 + 46 2186 + 36* 1958 + 1,7# 1954 + 21# 1947 + 17#
Diast. (mmHg) 150,0 + 5,1 1655 + 50* 1406 = 50# 1426 + 27# 137,3 £ 10#
PAM (mmHg) 1730 + 48 1904 + 44* 1657 = 14# 1669 + 24# 1635 + 15#
Frequéncia Cardiaca (bpm) 3940 % 16,0 408,4 + 19,2 3638 + 124 3438 + 89# 3726 + 44

Tabela 3. Dados ponderais do peso corporal e uterino e medidas da pressao arterial e frequéncia cardiaca dos diferentes grupos.

a comparado ao peso inicial; * comparado ao SHAM; # comparado ao OVX; o comparado ao OAE; ® comparado ao OE2. Para analise das diferencas
entre os grupos: ANOVA 1 vias, post test Tukey, p <0,05. Para analise da diferenca temporal nos pesos: Teste t pareado, p <0,05.
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5.2. REATIVIDADE VASCULAR

Os resultados das curvas de concentracdo-resposta a ACh deixam evidentes um
relaxamento dependente do endotélio significativamente menor no grupo OVX, quando
comparado aos demais grupos nos pontos centrais da curva (ACh 10® a 107 M) (p< 0,05),
refletindo uma possivel disfuncdo endotelial, induzida pela deficiéncia dos hormonios
ovarianos. Entretanto, os tratamentos realizados nos grupos ovariectomizados (OAE, OE2
e OAE+E2), foram capazes de prevenir essa resposta, sendo significativamente maior
quando comparados ao OV X, nos mesmos pontos da curva (p <0,05), mostrando que o
acido elagico e/ou estrogénio foram capazes de preservar a funcdo endotelial nesses
animais ap6s a ovariectomia, ndo se diferindo do grupo SHAM (p >0,05). O grupo
OAE+E2 teve um relaxamento significativamente maior na concentracdo de ACh 10%° M,
em relacdo aos demais grupos (p <0,05), mas em seguida torna a parear-se aos grupos
SHAM, OAE e OEZ2 nas concentra¢des conseguintes (FIGURA 19).
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Figura 19. Anélise da curva de relaxamento a acetilcolina entre os diferentes grupos. * comparado
ao SHAM; # comparado ao OVX; o comparado ao OAE; e comparado ao OE2; ¢ comparado ao
OAE+E2. ANOVA 2 vias, post test de Tukey, p <0,05.
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5.2.1. Reatividade vascular ap6s bloqueio com L-NAME

A dindmica das curvas de relaxamento a ACh, antes e depois da inibicdo com L-NAME,
pode ser melhor visualizada na figura 20. Os grupos SHAM (A), OAE (C) e OE2 (D)
comecaram a apresentar diferencas significativas na curva de relaxamento com L-NAME,
em relacdo & curva controle, a partir da concentracdo de ACh 10® M (p< 0,05); ao passo
que no grupo OVX (B) essa diferenca sO passa ser observada na concentragdo seguinte
(ACh 107° M, p< 0,05) e no grupo OAE+E2 (E) na concentracdo anterior (ACh 10%° M,
p <0,05). Estes dados evidenciam que tanto a ovariectomia como 0s tratamentos
influenciaram na suscetibilidade aos efeitos da ACh nos tecidos isolados, necessaria para
desencadeamento da resposta vasomotora; seja na preservagdo, na antecipacdo ou no

retardo do tempo de concentracdo-resposta dos mesmos.

Deste ponto em diante, a distin¢do no perfil sigmoidal das curvas com L-NAME progrediu
entre 0s grupos, resguardando igualmente suas diferencas caracteristicas das respectivas
curvas controle. O grupo SHAM sustentou um deslocamento significativo para a direita da
curva até a concentracéo de ACh 10°° M (p< 0,05), igualando-se, em seguida, aos valores
de sua curva controle, deixando uma diferenca significativa entre a ASC (p< 0,05), sem
alterar 0s a Emsx. (p> 0,05). Isso deixa transparecer uma dependéncia parcial do NO na

totalidade do relaxamento dependente do endotélio, neste grupo.

Ja nos grupos OV X, OAE e OE2, as curvas de L-NAME mantém diferencas significantes
entre as curvas controle até a concentracao final de ACh (p< 0,05), imprimindo uma menor
razdo na ASC (p< 0,05) e um prejuizo na Ems (p< 0,05); 0 que evidencia uma maior
dependéncia do NO nos efeitos globais e na magnitude da resposta vasodilatadora nestes

grupos.

Diferencialmente, o grupo OAE+E2, além de ter demonstrado um relaxamento inicial a
uma concentracdo menor de ACh, sua curva de inibicdo com L-NAME acaba exibindo
essa diferenca da curva controle também a uma concentracdo anterior aos demais grupos
(ACh 10®° M & ACh 107 M, p< 0,05); além de significativamente registrarem uma menor
ASC (p< 0,05) e uma menor Ens. (p< 0,05) em relacdo a sua curva controle. Assim como
no grupo SHAM, o grupo OAE+E2 transparece uma menor dependéncia do NO sobre 0

efeito total de relaxamento a ACh, mas ao mesmo tempo, em relacdo a curva controle,
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expbe uma dependéncia relativa na magnitude de sua resposta, frente a concentracao

méaxima da ACh.
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Figura 20. Curva de relaxamento ante e depois da inibigdo com o inibidor No-nitro-arginina-metil-
ester (L-NAME) nos diferentes grupos. * comparado a curva controle. Para analise entre as curvas:
ANOVA 2 Vias, post test de Tukey, p <0,05. Para anélise da area sob a curva (ASC — canto
inferior esquerdo de cada imagem) e resposta maxima (colchete entre as curvas): teste t pareado, p

<0,05.

A disseccdo dos resultados da curva de relaxamento fomenta dados interessantes sobre as

particularidades de cada grupo, com um destaque para a participacdo do &cido elagico
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(TABELA 4). A andlise da ASC nos grupos OVX, OAE, OE2 e OAE+E2 ndo se
diferenciaram do grupo SHAM (p >0,05), evidenciando que, independente do protocolo
experimental, os resultados sobre a biodisponibilidade dos mediadores endoteliais foram
efetivos para o delineamento da area total de relaxamento, em particular, para cada curva.
Porém, os grupos OAE e OAE+E2 sinalizam por meio de sua ASC que o tratamento com
acido elagico, além de ter sido capaz de preservar o efeito total da ACh, o fez de uma
maneira significativamente maior do que o grupo OVX (p< 0,05), enquanto este ndo se
difere dos grupos SHAM e OE2 (p> 0,05).

O mesmo comportamento também foi observado entre os grupos, no tocante aos dados de
Emax. N0 relaxamento a ACh. Os grupos OAE, OE2 e OAE+E2 ndo se distinguiram do
grupo SHAM (p> 0,05) e novamente os grupos OAE e OAE+E2 o fizeram em maior
proporcdo ao grupo OVX (p< 0,05). Com isso, também se evidencia uma resposta mais
efetiva sobre o relaxamento dependente do endotélio nos grupos tratados como acido

elagico apds a ovariectomia.

Quanto a andlise da sensibilidade a ACh (LogEC50 [ACh]), ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos (p> 0,05), dando evidéncias de que a poténcia da

resposta vasodilatadora a ACh néo se altera independente do tratamento.

A tabela 4 também traca uma analise entre as curvas de relaxamento na presenca de um
inibidor inespecifico da NOS (L-NAME). Nos dados de ASC, encontrou-se que todos 0s
grupos exibiram mudancas da resposta vasodilatadora em relacdo a suas respectivas
referéncias basais (curva controle), com reducéo significativa das mesmas sob influéncia
do L-NAME (p <0,05). Este dado deixa nitido haver uma parcela importante de
contribuicdo do NO na caracterizagdo da biodisponibilidade total dos mediadores
endoteliais em cada grupo, e ela pode ser melhor pontuada na comparacdo dos dados da
curva de inibicao entre os grupos. Neste sentido, o grupo OVX néo se distinguiu do grupo
SHAM (p> 0,05), o que se entende por uma contribuicdo equivalente do NO no
delineamento da area total de efeito da ACh. Por outro lado, ficou evidente que nos grupos
OAE e OE2 a inibicdo com L-NAME projetou uma ASC significativamente menor do que
0 grupo SHAM (p <0,05); ou seja, nos grupos tratados exclusivamente com acido elagico
ou estrogénio, a resposta vasodilatadora & ACh demonstrou ter uma maior dependéncia do
NO na concepcéo total da ASC ap6s ovariectomia. Todavia, na interacdo dos tratamentos,
observa-se dados peculiares no grupo OAE+E2, em que este ndo apresentou uma ASC
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diferente do grupo SHAM (p >0,05), a0 mesmo tempo que se distingue dos demais grupos,
exibindo uma ASC significativamente maior (OVX, OAE e OE2, p <0,05); com isso,
depreende-se que a via de manutencdo da vasodilatacdo pds ovariectomia, neste grupo,

reflete uma menor dependéncia do NO.

Nos dados de Emax, as informacdes projetadas sob influéncia do L-NAME revelam que os
grupos OVX, OAE e OAE+E2 tiveram uma reducdo percentual significante no
relaxamento maximo a ACh, em proporcao aos seus respectivos dados da curva controle (p
<0,05), enquanto o grupo SHAM manteve-se constante (p >0,05). Tal observagdo, mostra
que a eficacia da resposta & ACh nos animais castrados guarda relacdo de dependéncia do
NO. Com isso, na analise entre grupos, diferencas percentuais, em compara¢do ao SHAM,
foram significativamente menores nos grupos OVX, OAE, OE2 (p <0,05), o que deixa
transparecer nestes grupos a importancia do NO na consumacéo dos efeitos de relaxamento
a ACh apds ovariectomia. Neste ponto, somente o grupo OAE+E2 apresentou valores
semelhantes ao grupo SHAM (p >0,05), mas, tal qual na ASC, também expressou uma
Emax. Significativamente maior do que os grupos OVX, OAE e OE2 (p <0,05); o que
reforca a evidéncia de que o tratamento concomitante de acido elagico e E2 evoca outras

vias dependentes do endotélio nos animais ovariectomizados.

Quanto aos dados de LogeC50 [ACh] nas curvas com o inibidor L-NAME, apenas o0 grupo
SHAM e os grupos tratados com acido elagico (OAE e OAE+E?2) apresentaram uma queda
significativa dos valores absolutos em relagdo a curva controle (p <0,05), deduzindo que
nestes grupos, a sensibilidade a acdo vasodilatadora da ACh, na parcela total dependente
de NO, foi prejudicada pela inibicdo. Nao obstante, diferencas significativas ndo foram
detectadas na comparacdo dos resultados entre 0s grupos nas curvas controle e com L-
NAME (p >0,05), destacando que, embora haja algumas diferencas relacionadas ao NO
entre as curvas de alguns grupos, de forma geral, a poténcia dos efeitos vasodilatadores
induzidos pela ACh, ndo se diferem e indiretamente exp6e uma plasticidade na

manutencdo desta resposta de forma particular entre 0s grupos.



65

SHAM (n=8) OVX (n=8) OAE (n=8) OE2 (n=8) OAE+E2 (n=8)
ASC (UA) Controle 2807 * 9,3 2382 + 135 3003 + 111# 2919 * 246 3114 + 116#
L-NAME 1840 + 123« 1399 + 229a 1034 * 3140* 987 + 28la* 2339 * 153 c#oe
Emax (%) Controle 97,3 % 05 97,3 + 05 999 + 1,0# 973 + 31 997 + 1,0#
L-NAME 954 + 38 612 + 9,8 476 + 172a* 522 * 1420* 937 + 17a#oe
LogEC50 [ACh] (M)  Controle 79 + 01 75 + 01 80 + 0,1 80 + 0,2 80 * 072
L-NAME 70 + 02a 74 + 04 72 + 03 68 + 07 75 + 0la

Tabela 4. Analise da area sob a curva (ASC), resposta maxima (Ens.) € sensibilidade a acetilcolina (LogEC50 [ACh]) antes e depois do inibidor Nw-nitro-
arginina-metil-ester (L-NAME).

o, comparado a curva controle; * comparado ao SHAM; # comparado ao OVX; o comparado ao OAE; e comparado ao OE2. Para analise entre 0S grupos:
ANOVA de 1 via pos-teste de Tukey, p <0,05. Para a analise entre as curvas controle e L-NAME intragrupo: Teste t pareado, p <0,05.
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5.2.2. Participacédo relativa do 6xido nitrico no relaxamento dependente do

endotélio

A estimativa percentual da contribuicdo do NO na resposta de relaxamento, refletida na
quantificacdo total de sua biodisponibilidade e eficacia de seu efeito, expressos nos
padrdes da ASC e Ensx, respectivamente, encontram-se representada na figura 20.

Os dados computados na ASC (FIGURA 21-A) manifestam que, de uma forma geral, a
biodisponibilidade do NO presente nos diferentes grupos contribuiu igualmente para o
relaxamento total evocado pela ACh, na ordem média de 40,4 + 9,1% (OVX, p> 0,05),
64,1 + 11,1% (OAE, p> 0,05), 64,3 £ 10,5% (OEZ2, p> 0,05) e 25,4 + 2,8% (OAE+E2, p>
0,05) em relacdo ao grupo SHAM (34,2 + 4,4%). Somente o grupo OAE+E2 apresentou
um percentual significativamente menor que os grupos OAE e OE2 (p< 0,05),
evidenciando que no tratamento conjugado a participacdo do NO n&o foi tdo importante

como para 0s grupos tratados exclusivamente com acido elagico ou estrogénio.

Em contrapartida, os dados sobre a eficacia da Ems. @ ACh (FIGURA 21-B) perfilaram nos
grupos OVX e OAE+E2 um percentual de contribuicio do NO semelhante ao grupo
SHAM (33,1 + 10,4%; 5,9 + 2,4%; 2,0 £ 3,8%, respectivamente, p> 0,05). Contudo, nos
grupos OAE e OE2 a diferenca entre o percentual do vasodilatador NO na Emsx. do grupo
SHAM foi significativamente maior (52,5 + 17,0%; 47,6 + 13,9%; 2,4 = 3,8%,
respectivamente, p< 0,05), salientando que ap6s a ovariectomia o acido elagico, bem como
0 estrogénio, foram relevantes na consumacdo desta resposta. Por fim, o grupo OAE+E2
exibiu que em sua Ensx 0 percentual de contribuicdo do NO foi significativamente menor
que no grupo OAE (52,5 + 17,0%; 5,9 + 2,4%, respectivamente, p< 0,05). Deste modo,
mais uma evidéncia se levanta de que entre os animais do grupo OAE a participagdo do
NO tem uma relevancia primordial, enquanto no grupo OAE+E2 esta ndo parece ser a

principal via endotelial de relaxamento.
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Figura 21. Percentual estimado da contribuicdo do éxido nitrico no relaxamento vascular nos
diferentes grupos, em relacdo a seu efeito sobre os dados de: A) area sob a curva (ASC) e B)
resposta maxima (Emax). * comparado ao SHAM; o comparado ao OAE; e comparado ao OE2.
ANOVA de 1 via, post test de Tukey, p <0,05.

5.3. ANALISES DE FLUORESCENCIA “IN SITU”
5.3.1. Quantificagdo do Oxido Nitrico

A quantificacdo da producdo in situ de NO foi performada pela anélise de fluorescéncia
com diaminofluoresceina e os resultados demonstraram uma reducgdo significativa no
grupo OVX em relacdo ao grupo SHAM (p< 0,05), enquanto que os tratamentos nos
demais grupos impediram que a ovariectomia fizesse 0 mesmo. Desta forma, o &cido
elagico, assim como o estrogénio, se mostraram eficientes na manutencdo da
biodisponibilidade do NO nos leitos mesentéricos no modelo experimental de hipertensdo
e menopausa (FIGURA 22).
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Figura 22. Determinagdo “in situ” do 6xido nitrico em artérias mesentéricas de ratas SHR pelo
método de fluorescéncia a 4,5-diaminofluoresceina (DAF). * comparado ao SHAM; # comparado
ao OVX. ANOVA de 1 via, post test de Tukey, p <0,05.

5.3.2. Quantificacdo do Anion Superdxido

Semelhantemente, foram avaliados os niveis de O,° presente nos vasos, 0s quais deixaram
evidentes que os tratamentos com 4&cido elagico e/ou estrogénio influenciaram
significativamente no montante do anion, de forma que estes ndo se diferenciaram do
grupo SHAM, enquanto que no grupo OV X a fluorescéncia ao DHE foi significativamente
maior do que no grupo SHAM e demais grupos (p< 0,05) (FIGURA 23). Desta forma, o
acido elagico, assim como o estrogénio, confirma atuar como um depurador das EROS nos

vasos mesentéricos.
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Figura 23. Determinagdo “in situ” da producgdo de &nion superoxido em artérias mesentéricas de
ratas SHR ovariectomizadas, pelo método de fluorescéncia pela oxidacdo do dihidroetideo (DHE).
* comparado ao SHAM; # comparado ao OVX. ANOVA de 1 via, post test de Tukey, p <0,05.

5.4. WESTERN BLOTTING
5.4.1. Expressao da enzima 6xido nitrico sintase endotelial

Os dados de quantificacdo proteica da enzima eNOS, apresentados na figura 24, também
transpareceram uma importante colaboracdo do acido elagico na diferenciacdo dos valores
expressos no grupo OAE em comparacdo com os grupos SHAM e OVX, em que neste a
sintese enzimatica foi significativamente maior do que em ambos (0,49 + 0,07; 0,16 +
0,03; 0,23 + 0,07, p< 0,05, respectivamente). Este fato ressalta que o &cido elagico foi
relevante na manutencao das respostas fisioldgicas apds a ovariectomia. E isto é posto mais
em evidéncia quando observado que no grupo OAE+E2 a expressdo da eNOS é
significativamente menor do que no grupo OAE (0,13 % 0,06; 0,49 = 0,07, p< 0,05,
respectivamente), enquanto que, de forma semelhante ao grupo OE2 (0,26 + 0,07), ndo se
difere dos demais (p> 0,05).
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Figura 24. Expressdo da isoforma endotelial da enzima 6xido nitrico sintase (eNOS) (n=5). *
comparado ao SHAM; # comparado ao OVX; o comparado ao OAE. ANOVA de 1 via, post test
de Tukey, p <0,05.

5.4.2. Expressdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial fosforilada no
residuo de Serl1177

A fracdo fosforilada na expressdo da eNOS no residuo de Serll77 (p-eNOS), destacou
interessantes resultados entre os grupos (FIGURA 25). Enquanto os grupos SHAM (0,09 £
0,02) e OVX (0,06 £ 0,03) ndo exibiram diferencas entre si (p> 0,05), essa diferenca se
projetou significativamente maior no grupo OAE (0,50 £ 0,13, p< 0,05, respectivamente),
caracterizando que o acido elagico foi decisivo para a manutencdo da resposta enzimatica,
em relacdo aos animais controle, e na superacdo dos efeitos deletérios da supresséo
estrogénica, ap6s ovariectomia. De outra forma, os dados do grupo OE2 (0,44 + 0,09)
pontuaram ndo haver diferencas comparado ao grupo SHAM (0,09 £ 0,02, p> 0,05), mas
com uma diferenca significante entre o grupo OVX (0,06 + 0,03, p< 0,05), enquanto
também néo se diferiu dos grupos OAE e OAE+E2 (0,50 = 0,13; 0,21 £ 0,09, p> 0,05,
respectivamente). Este apontamento ressalta os dados do tratamento exclusivo com &cido
elagico, em evidéncia da performance do tratamento com estrogénio na evocacdo da

atividade enzimatica ap0s ovariectomia; o que é igualmente reforcado pela constatacdo da
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conformidade dos resultados apresentados pelo grupo OAE+E2 (0,21 = 0,09) em

comparagao aos demais grupos (p> 0,05).
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Figura 25. Expressdo da isoforma endotelial da enzima 6xido nitrico sintase fosforilada no residuo
de Serl1177 (p-eNOS) (n=5) em razdo da expressdo da enzima 6xido nitrico sintase total (eNOS)

(n=5). * comparado a0 SHAM; # comparado ao OVX; o comparado ao OAE. ANOVA de 1 via,
post test de Tukey, p <0,05.

5.4.3. Expressdao da Superoxido dismutase

A determinacdo proteica da isoforma mitocondrial da SOD, representada na figura 26,
demonstrou que em comparagdo ao grupo SHAM o0s demais grupos ndo exibiram
diferencas na expressdo da enzima. Porém, o grupo OAE evidenciou que sua parcela de
expressdo proteica foi significativamente maior do que o no grupo OVX (OAE: 0,30 £
0,02; OVX: 0,019 + 0,02, p< 0,05, respectivamente). Dessa forma, fica evidente que,
embora a expressao da enzima nos grupos nao se tenha alterado em relacédo ao controle, o

tratamento restrito com acido el&dgico mediou uma maior sintese apds a ovariectomia.
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Figura 26. Expressdo da isoforma mitocondrial da enzima superoxido dismutase (SOD2) (n=6). #
comparado ao OVX. ANOVA de 1 via, post test de Tukey, p <0,05.
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5.4.4. Expressédo da Catalase

A expressao da enzima catalase resguardou uma diferenca significante entre o grupo OAE
(0,49 + 0,07) e os grupos SHAM e OVX (0,26 + 0,03; 0,25 £+ 0,03, p< 0,05,
respectivamente), ao mesmo tempo que os grupos OE2 (0,35 + 0,05) e OAE+E2 (0,46 +
0,08) ndo se diferenciaram entre si e dos demais (p> 0,05) (FIGURA 27). Este resultado
deixa explicito uma importante contribuigdo restrita do acido elagico na diferenciacdo do
montante da sintese desta enzima ap0s a ovariectomia, algo ndo observado pelos demais

tratamentos.
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Figura 27. Expressdo da enzima catalase (n=6). * comparado aoc SHAM; # comparado ao OVX.
ANOVA de 1 via, post test de Tukey, p <0,05.
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6. DISCUSSAO

Alicercada sobre o objetivo de avaliar os efeitos do tratamento com acido elagico sobre a
reatividade vascular dependente do endotélio, em artérias de resisténcia, de ratas SHR sob
privacdo estrogénica, esta pesquisa teve como principais resultados que: I) o tratamento
com acido elagico foi capaz de preservar a pressdo arterial e o relaxamento vascular, apés
ovariectomia, semelhante aos animais que possuiam estrogénio circulante, seja endégeno
ou advindo da reposi¢do hormonal; I1) evidenciando uma significante participacdo do NO,
numa maior razdo de sua sintese e biodisponibilidade; I11) e exibindo uma maior expressdo
e atividade da eNOS; 1VV) bem como uma melhora no aporte do sistema antioxidante, pelo

aumento da expressao proteica das enzimas SOD?2 e catalase.

Os danos a saude do sistema circulatério, muitas vezes, se respaldam sobre um ciclo
nocivo de retroalimentacao entre a hipertensdo e a disfuncéo endotelial. A ineficiéncia dos
mecanismos celulares de controle do tonus vascular sustenta niveis pressoricos elevados
nas artérias; e estes, como parte dos prejuizos sistémicos, nutrem injurias no proprio leito
dos vasos %% Este processo assegura condicBes patoldgicas para o desenvolvimento de
doengas como a aterosclerose, o infarto do miocardio e o acidente vascular encefalico

P312L122: o qual, quando projetado sobre as diferencas sexuais, expde o sexo feminino a

123-125

uma maior debilidade quando na auséncia dos hormonios ovarianos , Situacdo a qual

foi reproduzida nesta pesquisa.

6.1. INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM ACIDO ELAGICO SOBRE A
PRESSAO ARTERIAL

Apb6s o término dos protocolos desta pesquisa, ficou evidenciado valores de pressdo
arterial maiores nos animais ovariectomizados e ndo submetidos a nenhum tratamento;
como estabelecido por outros trabalhos experimentais ?° %, No entanto, a abordagem
terapéutica com &cido elagico e/ou a reposicdo hormonal com estrogénio foram capazes

preservar os niveis pressoricos semelhantes aos animais controle.

A modulacdo da pressdo arterial pelo estrogénio € um consenso entre as publicacdes
cientificas, e os mecanismos deste sdo relacionados a ativacdo de seus receptores, onde 0s

efeitos gendmicos e ndo-gendmicos elicitam respostas vasoprotetoras **. A exemplo,
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temos que o estrogénio demonstrou influenciar positivamente a sensibilidade do
barorreflexo de ratas castradas, associado a uma menor pressio arterial média *****!. Tal
fato é corroborado pela potencializacdo das descargas excitatérias neuronais nos

barorreceptores, via corrente ativada por hiperpolarizacéo .

Os efeitos centrais do estrogénio sobre a modulagdo da atividade nervosa simpatica
também estdo associados a modulacdo do sistema renina angiotensina aldosterona e o
estresse oxidativo nos niicleos celebrais concernentes ***; o que em exemplo funcional
vascular foi observado por Endlich et al., onde a resposta vasoconstritora da angiotensina
Il e a vasodilatadora da angiotensina 1-7 foram preservadas nas ratas tratadas com
estrogénio ap6s a ovariectomia **. Localmente, o estrogénio também é capaz de regular a
sintese e atividade da eNOS, contribuindo na manutencdo do tdnus vascular e,

consequentemente, na regulacdo dos niveis de pressao arterial 2%,

Contudo, a deficiéncia estrogénica ndo foi limitante para observacdo do efeito do &cido
elagico sobre a manutencdo da pressao arterial nos animais tratados nesta pesquisa. A
constatacdo deste dado, neste modelo experimental especifico, incrementa as evidéncias
vasodilatadoras do &cido elagico observadas por outros trabalhos. Em ratos machos,
induzidos a hipertensdo pela administracdo diaria de L-NAME (40 mg/kg/dia), o aumento
gradual da pressdo arterial foi atenuado entre aqueles que recebiam simultaneamente o
acido elagico (7,5 ou 15 mg/kg/dia). Tal diferenca pdde ser confirmada imediatamente
ap0s a primeira semana de tratamento e, ao término de cinco semanas, os dados
hemodindmicos comprovaram valores de pressdo arterial significativamente menores
nestes grupos **°. Semelhantemente, em um experimento de sindrome metabélica induzida
por dieta hiperglicémica e hiperlipidica, o tratamento concomitante com acido elagico foi
capaz de reduzir a pressao sistolica, tanto em relagcdo aos animais controle (dieta regular e

veiculo), como dos tratados exclusivamente com a referida dieta **.

De fato, a associacdo do &cido elagico com os resultados benéficos a satide € um campo de
pesquisa proficuo e os mecanismos que 0s conectam sdo respaldados em sua caracteristica
antioxidante intrinseca **’ e seu papel modulador na sintese de outras moléculas envolvidas
no processo de oxirreducdo **. Neste contexto, os efeitos do 4cido elagico sobre a presséo
arterial também estdo apoiados em sua acdo antioxidante e nas evidéncias de melhora da
concentraco celular do NO **. Segundo Olgar et al., 0 4cido elagico diminui o influxo de

calcio em canais tipo L em células ventriculares cardiacas, exercendo efeitos inotropicos
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negativos através da ativacdo das vias da NO-GC-cGMP, o que os levou a deduzir um
potencial Util deste composto no tratamento de condicBes fisiopatologicas, como a

hipertensdo e doencas isquémicas do coracdo .

Pouco depois, Berkban et al.,
demonstraram que o &cido elagico foi capaz de atenuar a hipertensdao em ratos pela redugédo
da expressao da subunidade p47phox da NADPH oxidase, prevenindo uma maior sintese
de O,° e restaurando a biodisponibilidade do NO '%. Assim, o 4cido elagico demonstra
agir como um modulador da expressdo proteica de componentes essenciais a manutencao

pressérica, por meio de um mecanismo antioxidante indireto.

6.2. INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM ACIDO ELAGICO SOBRE A
RESISTENCIA VASCULAR

A repercussdo dos efeitos do acido elagico sobre a reatividade vascular de ratas hipertensas
sob privacdo estrogénica se mostrou positiva, preservando o relaxamento a ACh
semelhante aos animais controle e em reposi¢cdo hormonal; ao passo que 0 mesmo nao foi
observado nos animais ndo tratados. Apesar do fato de que animais espontaneamente
hipertensos exibem parametros fisiologicos alterados, em relagdo aos normotensos, a
ovariectomia acrescenta um prejuizo adicional na manutencdo do tébnus vascular, como
observado nos resultados desta pesquisa e por outros trabalhos que utilizaram o mesmo
modelo experimental de hipertenséo pés-menopausa *2"***2, Com isso, a contribuicéo do
acido elagico traz a tona evidéncias de que este composto age de forma eficiente na

conservacao do relaxamento dependente do endotélio, mesmo na auséncia do estrogénio.

Os estudos envolvendo o &cido elagico e o sistema cardiovascular estdo em franca
expansdo, e embora seus mecanismos ndo estejam totalmente elucidados, seus efeitos séo
reportados a modulacdo de varios parametros correlatos a homeostase do sistema,
principalmente no que diz respeito ao controle do estresse oxidativo 2. O tratamento com
acido elagico, em um modelo de dislipidemia induzida por dieta, manteve o relaxamento
concentracdo-dependente de ACh em aorta de ratos normotensos; além de ter reduzido os
niveis sanguineos de glicose, colesterol total e LDL ***. Em camundongos geneticamente
predispostos a aterosclerose, o tratamento com acido eldgico ndo sO preservou o0
relaxamento a ACh nas aortas, mas foi capaz de fazé-lo mesmo apo6s inducdo da disfuncéo

endotelial com &cido hipocloroso, durante os testes de reatividade. Neste experimento os
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pesquisadores também constataram uma correlacdo com uma maior sintese do fator
nuclear eritréide 2, tido como principal fator transcricional sensivel a oxirreducdo; e da
heme oxigenase 1, um importante fator de protecdo contra aterosclerose, de acdo anti-

inflamatéria, antiapoptética e efeito vasodilatador **.

Na investigacdo do efeito do acido elagico sobre a reatividade de aortas de ratos
normotensos, Yllmaz et al. constataram que doses crescentes de acido elagico, ainda que
nas concentracdes mais diluidas, induziram o relaxamento dos vasos, tanto na presenca
como na auséncia do endotélio, estando a priori incubados ou ndo com blogqueadores de
canais de potassio; tendo este efeitos uma associacdo com vasodilatacdo induzida
principalmente pelo NO e pela inibicdo de canais de calcio. Os autores ainda discutem que
o relaxamento evocado pelo acido elagico, mesmo em concentracdes relativamente baixas,
é um aspecto clinico importante **. Todavia, na hipertensdo induzida por L-NAME, a
administragdo de 10 ou 30 mg/Kg/dia de acido elagico ndo foi capaz de preservar o
relaxamento vascular, dependente e independentemente do endotélio, mas assegurou uma
maior responsividade a vasodilatacdo entre os animais tratados do que os que ndo foram
tratados **°. N&o obstante, estes resultados foram performados em anéis aérticos da porcao
tordcica de animais machos; sendo plausivel a hip6tese de que o modelo experimental e

seguimento vascular possam ter influenciado em suas caracteristicas.

Durante a construcdo desta tese ndo foram encontrados nos anais cientificos nenhum
registro de experimentos de reatividade vascular e tratamento com acido elagico em
fémeas, tampouco hipertensas. O que se tem de relevante sdo estudos in vitro, com células
isoladas, e dados clinicos de correlacdo entre o consumo de fontes de elagitaninos e seus
efeitos sobre a salde cardiovascular. Em cultura de células temos, por exemplo, que o
acido elagico reduziu a produgdo (concentracdo-dependente) de prostaglandinas em
mondcitos humanos ***; aumentou a producdo de NO e a atividade da eNOS em células
endoteliais humanas **°; reduziu a liberagdo de citocinas pré-inflamatérias e de O,* em
neutr6filos humanos **. Em revisdo, Goszcz et al., relacionam que em ensaios clinicos o
consumo de alimentos ricos em flavonoides demonstra projecdes estatisticas de menor
incidéncia de doencas coronarianas, infarto do miocardio, uma melhor razéo da dilatagdo
mediada por fluxo, melhora da pressdo arterial e redugdo da mortalidade por DCV **. Em
suma, 0s experimentos com &cido eldgico apontam boas vidéncias nos resultados

funcionais de reatividade vascular; permeados por complexos arranjo entre sintese e
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liberacdo de substancias vasoativas, em experimentos celulares; e correlagdes clinicas de

desfechos positivos, resguardando sempre a necessidade de implemento dos dados.

6.2.1. Influéncia do tratamento com acido elagico sobre o 6xido nitrico

E bem estabelecido que o NO é o maior fator de relaxamento derivado do endotélio,
atuante sobre as células musculares lisas >*. Para avaliar se os efeitos do acido elagico
sobre o0s vasos de resisténcia estavam relacionados ao NO, os anéis mesentéricos foram
pré-tratados com L-NAME; e os resultados mostraram que a vasodilatacdo foi
significativamente reduzida nos animais que receberam apenas o &cido elagico, assim
como entre 0s que receberam somente estrogénio, indicando uma participagdo substancial

do NO nos mecanismos de relaxamento estimulados pela ACh.

A ovariectomia e a menopausa sdo condi¢bes frequentemente associadas a disfungédo
endotelial, e a reducdo dos niveis de estrégenos decorrente estd em paralelo a reducdo da
biodisponibilidade do NO e ao aumento do estresse oxidativo. Sobre o modelo
experimental de hipertensao essencial em ratas fémeas, Wassmann et al. descreveram que a
ovariectomia aumenta a producdo de EROs e a sintese de receptores de angiotensina 1, o
que conduz a disfuncéo endotelial, podendo correlacionar-se ao desenvolvimento de DCV
na pés-menopausa “*°. Em ratas normotensas, a ovariectomia foi descrita como um fator
responsavel por redirecionar a resposta endotelial de arteriolas mesentéricas a favor da
vasoconstricdo, por propiciar uma reducdo do NO vascular e ampliar a sinalizacdo de
receptores de prostanoides e tromboxanos, ao mesmo tempo que reduz a vasodilatacdo
induzida pelo tecido adiposo perivascular, em tudo, resguardando uma ligagdo com as
EROs ™.

Neste sentido, encontra-se que uma maior atividade da NADPH oxidase e da xantina
oxidase (fontes produtoras de O,*") e uma maior quantificacdo de produtos de oxidagéo
proteica foram postas em evidéncia apOs ovariectomia de ratas espontaneamente
hipertensas ***; bem como uma menor sinalizacdo da via NO/cGMP **%. No entanto, o
tratamento com estrogénio preveniu estas alteracdes fisiopatoldgicas, evidenciando o
principio farmacoldgico da ativacdo dos receptores de estrogénio e os efeitos vasculares

positivos correlatos. Ja Leung et al., reportaram que agentes nutracéuticos como 0s



79

flavonoides existentes no extrato de ché preto, também foram capazes de prevenir os danos
causados ao relaxamento vascular dependente do endotélio, em artérias de resisténcia e
condutancia, de ratas ovariectomizadas. Os pesquisadores observaram uma melhor
dilatacdo a ACh no leito mesentérico, junto a uma maior expressao da eNOS e do cGMP; e
uma reducdo da NADPH oxidase e EROs em aortas, tanto nos animais que receberam

reposi¢do com estrogénio, como 0s que receberam o extrato 153

O écido elagico, por sua vez, também exerce influéncia favoravel a biodisponibilidade do
NO, como observado nesta pesquisa. Os registros de reatividade apds bloqueio com L-
NAME e as diferencas entre as razGes da ASC e Ensx das ratas ovariectomizadas, assim
com 0 a expressao e atividade da eNOS, evidenciaram que a interven¢do apenas com acido
elagico dispde de uma maior participacdo do NO na impressdo dos efeitos globais e
eficicia da resposta vasodilatadora & ACh. Em camundongos machos, selvagens ou
geneticamente predispostos a aterosclerose, a administracdo de acido eldgico durante 14
semanas aumentou a atividade da eNOS e a excrecdo de nitrito (metabolito da degradacéo

do NO), paralelo a uma preservacao da capacidade antioxidante plasmatica total **“.

De fato, estudos com extrato de roma ja apresentavam evidéncias de que 0S compostos
fenolicos nele presentes estavam associados a uma maior expressdo da eNOS e uma
reducdo na ativacao de genes sensiveis a oxidacdo em células endoteliais de aorta humana
>4 bem como um aumento da expressdo da eNOS e dos niveis plasméticos de nitrito e
nitrato em artérias mesentéricas de ratas obesas '°%. Ja em culturas de células musculares
lisas de aorta de ratos, o tratamento com um concentrado de suco de rom&, mesmo em
fracbes mais diluidas, preservou os niveis intracelulares de NO ap0s a administracdo de
pirogalol (um gerador de O,*") sem alterar a atividade da eNOS, evidenciando a acéo

protetora da biodisponibilidade do NO exercida pelos compostos fenélicos deste fruto *°.

As moléculas derivadas da biotransformacdo do acido elagico demonstram ampliar seu o
espectro de acdo. As urolitinas C e D foram descritas como tendo acdo antioxidante mais
potente do que as substancias parentais do &cido el&gico. Ja a urolitina A, embora com
menor poder antioxidante, é o metabdlito encontrado em maior quantidade no sangue ap6s
0 consumo de elagitaninos, sendo a esta atribuidas evidéncias de inibir hemeperoxidases e
outras substancias inflamatorias; além de relacionar-se com uma menor area de infarto, por
aumentar a sinalizagéo da via fosfoinositido 3-kinase/Akt, em camundongos %2, A urolitina
A também se mostrou capaz de atenuar a disfungdo endotelial induzida pro LDL oxidadas
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em cultura de células, aumentando a expressao de eNOS e a concentragdo de NO por meio
da modulacdo da via ERK/PPAR-y, via de regulacdo metabdlica da insulina, lipidios e
processos inflamatérios **°. Registros de aumento da biodisponibilidade de NO também
foram descritas em células endoteliais de aorta humana, ap6s cinco minutos da
administracdo de urolitinas; e um aumento dos metabdlitos do NO (nitrito/nitrato), apos 24

horas da administracéo .

Uma das intrigantes especulacdes sobre os metabdlitos do acido elagico é a capacidade de
se ligar aos receptores de estrogénio **"°®. Skledar et al., demonstraram em condicdes
experimentais que as urolitinas A e B tinham uma maior afinidade aos receptores alfa e
que o proprio acido elagico, e, em grandes concentracdes, foi capaz de modular a ativacdo
de receptores estrogénicos e androgénicos; o que acreditamos poder explicar parte de seus

efeitos vasoprotetores expressos nos resultados de nossa pesquisa **°.

6.3. INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM ACIDO ELAGICO SOBRE O
ESTRESSE OXIDATIVO E O SISTEMA ANTIOXIDANTE

Os resultados do tratamento com &cido elagico também se mostraram muito positivos
sobre a reducéo do radical O,° tecidual dos anéis mesentéricos. Tal fato corrobora com a
caracteristica sequestradora de EROs, proposta a este polifenol. Efetivamente, é essa
propriedade antioxidante intrinseca que lhe justifica o titulo de scavenger, uma vez que a
presenca dos grupos funcionais hidroxila e lactona permitem que o acido elagico remova
uma grande variedade de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio; propriedade essa que
ndo é abolida por completo em sua biotransformacéo, bem como pelas evidencias de que o
acido elagico pode ser regenerado inimeras vezes ap6s a remocgao de dois radicais livres
por ciclo (um peroxil e um O,*"), até que alguns dos seus metabolitos intermediarios sejam

consumidos por diferentes reacdes *.

Inimeras s&o as fontes enddgenas de producdo das EROs, e evidencias atestam que, sobre
tais, o acido elagico também demonstra efetividade na regulacdo, como por exemplo a
reducdo da expressdo do complexo enzimatico do citocromo P450, por meio de um efeito
antioxidante indireto *°; e a inibicdo da disfuncdo endotelial induzida por LDL oxidada,
por intermédio da supressdo do acoplamento do complexo da NADPH oxidase na
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membrana celular ‘**; o que posteriormente foi sugerido ser capaz de reduzir a expressdo
da subunidade p47phox e, consequentemente, diminuindo a producdo de superoxidos

radicais 1.

Em nossa pesquisa, o sistema antioxidante enzimatico sofreu influéncia do tratamento com
0 &cido elagico, especificamente na expressdo das enzimas SOD mitocondrial e catalase,
em que a quantificacdo proteica destas foi maior nos animais ovariectomizados que
receberam 0 &cido eldgico, do que nos animais na mesma condicdo tratados apenas com
veiculo. O aumento da concentracdo de O,°~ celular é um fator diretamente e indiretamente
relacionado a disfuncdo endotelial, seja por interferir na biodisponibilidade do NO ou
interagindo com o mesmo para a formacgéo do peroxido nitrito, o que pode levar a nitracao
do fon manganés da SOD2 e envolver-se na disfungdo mitocondrial; e ainda, 0 O,* pode
desvirtuar a estabilidade dos metais de transicdo e formar mais espécies reativas, o que

amplia os danos e firma a disfuncdo endotelial, bem como viabiliza varias outras doengas
162

Dalvi et al., demonstraram que o acido eldgico foi capaz de se ligar aos metais de
transicdo, preservando-os dos danos oxidativos 163 Neste sentido, pode-se inferir que o
acido elagico tenha atuado com um protetor da SOD2 e catalase, por proporcionar um
ambiente em que elementos essenciais a sua sintese e atividade fossem preservados. Em
células cardiacas expostas ao estresse oxidativo gerado a partir da administracdo de
doxorubicina em camundongos, o tratamento concomitante com acido elagico impediu o
declinio acentuado da atividade da SOD2 e o aumento da atividade da xantina oxidase e da
inflamacdo; assim como reduziu a atividade de enzimas e fatores de transcricdo pro-

apoptéticos %,

Os efeitos da tetracloro dioxina, composto quimico altamente toxico, também se
mostraram suscetiveis a acdo do acido elagico sobre as enzimas antioxidantes nas células
renais de ratos, em que 0s animais pré-tratados com 10mg/Kg/dia preservaram a atividade
da SOD, catalase, glutationa transferase e glutationa peroxidase; tal qual também controlou
a atividade do citocromo p450 e as proteinas canais Na'K'ATPase, Ca**ATPase e
Mg?*ATPase, culminando num menor estresse oxidativo **°. Adicionalmente, uma maior
expressao, dose dependente de &cido elagico, da isoforma citosélica da SOD foi observada
em culturas de células endoteliais de veia umbilical humana induzidas ao estresse

oxidativo por LDL oxidadas, mas no entanto ndo foram detectadas alteragdes na isoforma
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mitocondrial ***. Semelhantemente, Rozentsvit et al., embora tendo detectado melhoras
significativas nos parametros oxidativos em cultura de células endoteliais, compelidas ao
estresse por alta dose de glicose, ndo observaram alteracfes na expressdo da SOD

mitocondrial nas coldnias em que foram introduzidos o &cido elagico *®.

Em condi¢Bes normais, fragdes substanciais do O,* sdo convertidas em H,0,, e se espera
que este também mantenha sua concentracdo e func¢bes dentro do espectro fisioldgico; o
que para tal exige-se que as enzimas responsaveis por este controle também se encontrem
presentes e funcionais. Com isso, pudemos observar nesta pesquisa que no grupo tratado
com &cido elagico havia uma maior expressdo proteica de catalase. Linearmente, a
associacdo de uma possivel maior concentracdo de H,O,, dada a evidéncia de uma menor
concentracdo tecidual de O,*" performada pelo 4cido elagico, é uma hipdtese plausivel
para que se pense num estimulo a sintese da catalase, uma vez que é conhecido o papel

fundamental desta enzima na adaptacéo celular aos niveis de H,0, **".

Sob esta perspectiva, Han, Lee e Kim demonstraram que a adicdo de acido elagico em
cultura de células expostas ao estresse oxidativo por excesso de H,O,, a atividade das
enzimas SOD, catalase e glutationa peroxidase era maior e patente com o aumento da
capacidade de depuracdo de EROs e uma acdo anti-peroxidaco lipidica **®. Em estudos
mais recentes tambeém observou-se que o acido elagico foi eficaz em prevenir os danos
causados pelo excesso de H,O, em cultura de células, no entanto ndo foram realizados
experimentos para a quantificacdo das enzimas peroxidases, atribuindo os efeitos
diretamente ao acido elagico ***"°. J4 no experimento com a inducdo da citoxicidade por
meio de uma dose Unica de gentamicina (100 mg/Kg) em células renais de ratos, onde
houve um aumento do estresse oxidativo, foi constatado que a administragdo de
10mg/Kg/dia de acido elagico preservou a atividade das enzimas SOD, catalase e 0s niveis
de glutationa, além de preservar a atividade mitocondrial e a expressdo de enzimas pro-
apoptéticas apés 10 dias de tratamento "%, No entanto, em amostras de tecido cardiaco, o
acido elagico reduziu os niveis de peroxidacdo lipidica e aumentou a atividade da
glutationa peroxidase de ratos que receberam doses didrias de ciclosporina A (um
supressor da resposta imune), durante trés semanas, mas ndo foi capaz de impedir a
reducdo dos niveis de glutationa e catalase . Ao que consta neste quesito, a maior parte
dos experimentos envolvendo os efeitos do &cido elagico sobre o sistema antioxidante

enzimatico ndo foram investigados em leitos vasculares, muito menos em modelos de
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privacdo estrogénica, o que uma vez mais legitima a relevancia dos dados perante esta

lacuna.
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7. CONCLUSOES

O tratamento exclusivo com acido elagico foi capaz de preservar a pressdo arterial e o
relaxamento vascular dependente do endotélio em artérias mesentéricas de ratas SHR
ovariectomizadas, elicitando principalmente o NO como o principal mediador endotelial
responsavel pela expressdo de seus resultados, em um modelo de deficiéncia estrogénica e
hipertensdo essencial. Os principais mecanismos associados a esses resultados estdo
relacionados a uma maior expressdo da isoforma endotelial da enzima 6xido nitrico sintase
(em sua fracdo total e fosforilada), paralela a uma maior biodisponibilidade do NO, em
decorréncia dos seus efeitos antioxidantes. Dessa forma, a acdo antioxidante do &cido
elagico sdo evidenciadas pela reducdo do estresse oxidativo, expresso por menores niveis
do radical O,*" e maior sintese das enzimas SOD2 e catalase. Além disso, é importante
salientar que os dados apresentados pelo &cido elagico nédo se diferiram do tratamento de
reposicdo estrogénica; o que nos levam a deduzir que, na auséncia da reconhecida acao

cardioprotetora do estrogénio, o acido elagico supre seus efeitos de forma efetiva.

O aumento do risco de desenvolvimento de DCV decorrentes da reducdo dos hormdnios
ovarianos, no periodo p6s-menopausa, € um fato; e a introducdo de um composto que
consiga amenizar, protelar ou até mesmo conter os surgimentos de doencas do sistema
circulatério, configura-se como uma proposta promissora. Embora nossos dados fomentem
esta discussdo, as pesquisas para caracterizacdo mais apurada dos mecanismos vasculares
de acdo do acido elagico, bem como sua interface junto aos horménios sexuais, ainda sao

um campo vasto a ser investigado.
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