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RESUMO

O estresse oxidativo, resultante das doencas cardiovasculares e deficiéncia de estrogénio, €
uma condigdo propicia para o desenvolvimento da disfuncdo diastélica ventricular, bem
como, progressdo e gravidade da insuficiéncia cardiaca. Nesse sentido, estudos buscam
novas opcodes terapéuticas que possam reduzir o estresse oxidativo por meio de terapia
alternativa natural, no qual, o &cido elagico (AE) tem se mostrado como opg¢do por
apresentar propriedades antioxidantes. O objetivo deste estudo foi analisar se o tratamento
com AE é capaz de reduzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e prevenir
a disfuncdo diastdlica (DD), bem como investigar o envolvimento da CaMKIl nesta
fisiopatologia. Ratas Wistar ovariectomizadas foram subdivididas em 4 grupos: SHAM
disfuncéo diastélica (Sham); Sham + AE; DD; DD + AE. O tratamento com AE foi realizado
por 4 semanas, sendo iniciado no primeiro dia apdés a inducdo de DD. Ao término do
tratamento, foi realizado a hemodindmica cardiaca para andlise das pressdes sistélica
(PSVE) e diastélica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) e das derivadas maxima de
contracdo e relaxamento do VE (dP/dt+ e dP/dt-, respectivamente). Foi avaliado o estresse
oxidativo cardiaco "in situ" pela fluorescéncia do dihydroethidium, expressédo proteica da
CaMKIl e enzimas pré e antioxidantes por Western blotting, assim como, atividade
enzimética antioxidante por espectrofotometria. Os animais com DD apresentaram aumento
da PDFVE e reducdo das derivadas dP/dt+ e dP/dt-, no entanto, o tratamento com AE
atenuou a PDFVE, além disso, reduziu a PSVE no grupo DD+AE. A alta produgéo de EROs
no grupo DD foi acompanhada pelo aumento na expressdo de gp9lphox e reducdo da
superéxido dismutase (SOD-2), o que foi revertido no grupo DD+AE juntamente com o
aumento na expresséo da catalase. Foi observado aumento da atividade da SOD no grupo
DD+AE, por outro lado, 0 mesmo néo ocorreu com a catalase. Além disso, o tratamento com
AE reduziu a ativacdo da CaMKIl, analisado pela baixa expressdo da p-CaMKIl no grupo DD
tratado, comparado ao ndo tratado. Diante disso, conclui-se que o tratamento com AE é
capaz de atenuar a disfuncdo diastolica em modelo experimental de menopausa, via
reducdo do estresse oxidativo associada a diminui¢cdo da p-CaMKIl, o que torna o AE ser
uma opc¢ao terapéutica natural promissora para melhor prognostico da disfuncéo cardiaca

em mulheres acometidas no periodo da menopausa.

Palavras-chave: Disfuncdo diastélica, ovariectomia, acido elagico, estresse oxidativo,
antioxidante.



ABSTRACT

Oxidative stress, resulting from cardiovascular disease and estrogen deficiency, is a
favorable condition for the development of ventricular diastolic dysfunction as well as
progression and severity of cardiac insufficiency. In this sense, studies seek new therapeutic
options that can reduce oxidative stress through natural alternative therapy, in which ellagic
acid (EA) has been shown as an option for presenting antioxidant properties. The aim of this
study was to analyze whether treatment with EA can reduce the production of reactive
oxygen species (ROS) and preventing diastolic dysfunction (DD), as well as investigating
CaMKIll's involvement in this pathophysiology. Wistar rats were ovariectomized and
subdivided into 4 groups: SHAM diastolic dysfunction (Sham); Sham + EA; DD; DD + EA.
Treatment with EA was carried out for 4 weeks, starting on the first day after induction of DD.
At the end of treatment, cardiac hemodynamics was performed to analyze the systolic
(LVSP) and final diastolic pressure of the left ventricle (LVEDP) and the maximum LV
contraction and relaxation derivatives (dP/dt+ and dP/dt-, respectively). Cardiac oxidative
stress "in situ" was evaluated by dihydroethidium fluorescence, CaMKII protein expression
and pro and antioxidant enzymes by Western blotting, as well as antioxidant enzymatic
activity by spectrophotometry. The animals with DD showed an increase in LVEDP and a
reduction in the derivatives dP/dt + and dP/dt-, however, the treatment with EA attenuated
the LVEDP and, in addition, it reduced the LVSP in the DD+EA group. The high production of
EROS in the DD group was accompanied by an increase in gp91phox expression and a
reduction in superoxide dismutase (SOD-2), which was reversed in the DD+EA group
together with the increase in catalase expression. An increase in SOD activity was observed
in the DD+EA group, on the other hand, the same did not occur with catalase. In addition,
treatment with EA reduced CaMKII activation, analyzed by the low expression of p-CaMKIl in
the treated DD group, compared to the untreated one. Therefore, it is concluded that
treatment with EA is able to attenuate diastolic dysfunction in an experimental model of
menopause, via reduction of oxidative stress associated with decreased p-CaMKIl, which
makes EA a promising natural therapeutic option for better prognosis of cardiac dysfunction

in women affected during menopause.

Keywords: Diastolic dysfunction, ovariectomy, ellagic acid, oxidative stress, antioxidant.
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1 INTRODUCAO

As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) sdo consideradas um dos maiores
problemas globais de saude publica (WHO, 2018), representando a principal causa
de morte e incapacidade no mundo. Entretanto, a mortalidade por doencas
cardiovasculares (DCV) é significativamente maior do que por outras doencgas,
sendo estimadas 17,7 milhdes de mortes no ano de 2015, representando 31% de
todas as mortes em nivel mundial (OPAS, 2017).

No Brasil, as DCV séao responsaveis por mais de 308 mil mortes anualmente, que
equivale a 29,4% de todos os 0bitos registrados no Pais em um ano, sendo o infarto
e acidente vascular encefélico (AVE) as principais causas (BRASIL, 2011). Segundo
a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC), no ano de 2017 foram estimadas
383.961 mortes de cidadéaos brasileiros por DCV e, ao final do ano de 2020, estima-
se quase 400 mil mortes. Apesar da alta mortalidade, de acordo com o Boletim
Epidemiol6gico da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, a
maioria das secretarias monitoram as DCNT e os fatores de risco, evidenciando a
vigilancia epidemiol6gica como uma importante ferramenta para o desenvolvimento
de estratégias no enfrentamento das DCNT no Brasil (BRASIL, 2019).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a maioria das mortes por DCNT séo
ocasionadas por um conjunto de fatores de risco, dentre 0os quais destacam-se a
inatividade fisica, alimentacdo inadequada, consumo excessivo de 4&lcool e
tabagismo (WHO, 2014). Além destes fatores, ha outros determinantes subjacentes
nas DCV que incluem dentre eles a pobreza, estresse, fatores hereditarios e

envelhecimento da populacao (OPAS, 2017).

A doenca isquémica do coracao (DIC) é responsavel pela maioria dos casos de DCV
incluindo, principalmente, infarto agudo do miocardio (IAM), angina estavel crénica,
aterosclerose e insuficiéncia cardiaca devido a DIC (FOROUZANFAR et al., 2012;
ROTH et al., 2017). Dentre os fatores que contribuem para a mortalidade por DIC
estdo o indice de massa corporal, a pressdo arterial sistélica, o colesterol e o
tabagismo (FOROUZANFAR et al., 2012). As doencas isquémicas podem resultar na
disfuncdo diastélica (DD), que refere-se a anormalidades mecéanicas e funcionais

presentes durante o relaxamento e o enchimento do ventriculo, independentemente
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da fracdo de ejecdo ser normal ou reduzida (DESWAL et al., 2005; FARIA et al.,
2015).

A disfuncdo diastdlica € evidenciada pelo aumento da pressao diastélica final do
ventriculo esquerdo em repouso (PDFVE), aumentando o risco de mortalidade na
DIC (SALEM et al., 2006; LI et al., 2009). Em estudos clinicos, foi observado uma
incidéncia de disfuncdo diastélica em mulheres com sinais e sintomas de isquemia
cardiaca com auséncia de doenca arterial coronariana obstrutiva (NELSON et al.,
2014; WEI et al., 2016).

A menopausa, um dos principais eventos fisioldgicos que acontece nas mulheres um
ano apos a ultima menstruacdo (HARLOW et al., 2012) é caracterizado por
alterac6es dos hormdnios sexuais, perfil lipidico, deposi¢édo de gordura corporal, (EL
KHOUDARY, 2017), aumento de peso corporal, tolerancia reduzida a glicose e o
aumento da pressao arterial, que sao responsaveis por aumentar o risco de
desenvolvimento de DCV (ROSANO et al, 2007) e, com o0 processo de
envelhecimento, as mulheres ficam ainda mais suscetiveis a esse risco (SHUFELT
et al., 2016). Na disfuncao diastdlica, a prevaléncia € aumentada com o avanco da
idade e presenca de comorbidades cardiovasculares (REDFIELD et al.,, 2003;
ABHAYARATNA et al., 2006), além disso, a DD foi descrita como parte da sindrome
pOs-menopausa, indicando um papel potencial das alteracdes hormonais (MASLOV
et al., 2019).

Em relacdo as alteragbes hormonais, h4& um declinio natural na producdo de
estrogénio (E2) folicular ovariano (SHIFREN; GASS, 2014), no qual, pode aumentar
o risco de desenvolver DCV, uma vez que o E2 apresenta efeitos cardioprotetores
(MENDELSOHN; KARAS, 1999; IORGA et al., 2017). Os efeitos do E2 sao
mediados por receptores de estrogénio (RE) expressos no tecido vascular e
cardiaco, dos quais compreendem os receptores de estrogénio alfa (RE-a), beta
(RE-B) (GROHE et al., 1997; MENDELSOHN; KARAS, 1999) e, mais recentemente,
o0 receptor de estrogénio acoplado a uma proteina G (GPER) (DESCHAMPS;
MURPHY, 2009).

Estudos experimentais demonstraram os efeitos protetores do E2 mediados pelo

RE-a na resposta a lesdo vascular (PARE et al., 2002) e protecdo do coracdo pos
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isquemia-reperfusdo por meio da reducédo da necrose de cardiomidcitos, infiltracéo
de neutrofilos e espécies reativas de oxigénio (EROs) (JEANES et al., 2008). Além
disso, foi sugerido importante papel do RE-B na atenuacdo da resposta hipertrofica
cardiaca a sobrecarga de pressdo (SKAVDAHL et al., 2005) e demonstrado a
contribuicdo de ambos RE-a e B na ativagdo de células progenitoras endoteliais
circulantes, melhora da neovascularizacdo apos lesdo isquémica e preservacao da
funcdo cardiaca apos o IM (HAMADA et al., 2006). Quanto a ativacdo do receptor
GPER, estudos experimentais em corac¢des isolados submetidos a isquemia-
reperfusdo, também demonstraram melhora na recuperacdo funcional cardiaca
(DESCHAMPS; MURPHY, 2009; BOPASSA et al., 2010).

Para reverter a baixa producdo de estrogénio, a terapia de reposicdo hormonal
(TRH) foi a solugdo durante muitos anos (PITKIN, 2012). Em revisdo sisteméatica
publicada pela Cochrane, foi apontado eficacia da terapia hormonal sintética na
prevencao da osteoporose pés-menopausa, porém, nao demosntrou efeito nem para
prevencdo primaria ou secundaria de DCV, além disso, tanto a reposicdo com
estrogénio quanto terapia combinada aumentam significativamente o risco de AVE e
0 uso ao longo prazo da terapia combinada aumenta o risco de eventos coronarios,
cancer de mama, morte por cancer de pulméo e deméncia (MARJORIBANKS et al.,
2017). Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento e investigacdo de terapias
alternativas naturais sem riscos de efeitos adversos para o tratamento e prevencéo

de DCV em mulheres acometidas na menopausa.

Para a maioria das mulheres, a menopausa espontanea, conhecida também como
menopausa natural, inicia-se entre 45 e 55 anos (HALL, 2015), apresentando uma
idade média de 51 anos (HALE; ROBERTSON; BURGER, 2014). No entanto, em
alguns casos a menopausa pode ocorrer antes da faixa etaria esperada, sendo
caracterizado como menopausa precoce com idade entre 40 e 45 anos, prematura
com menos de 40 anos e induzida por meio de cirurgia ou ablagdo ovariana por
radiacdo (STUENKEL et al., 2015).

Cerca de trés quartos de todas as mortes de mulheres na pdés-menopausa podem
ser atribuidas as doencas cardiovasculares e cerebrovasculares, entretanto, as DCV
apresentam-se como as principais causas de morte em mulheres (ROGER et al.,

2012), sendo rara em jovens, e na maioria dos paises desenvolvidos ela se torna a
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principal causa de mortalidade e morbidade em mulheres com faixa etaria acima de
50 anos de idade (EBERHARDT, 2001).

A menopausa precoce e a histerectomia (com ou sem preservacdo dos OVAarios)
guardam relacdo quanto ao surgimento de diabetes, doencas neuroldgicas,
osteoporose, DCV e aumento da mortalidade (GALLAGHER, 2007; SHUSTER et al.,
2010; INGELSSON et al., 2011; BRAND et al., 2013). Embora a histerectomia nao
seja considerada uma menopausa induzida, este procedimento com preservacao
ovariana demonstrou resultar diminuicdo na funcdo dos ovérios (TRABUCO et al.,
2016) e, quando realizado em mulheres com 50 anos ou menos, aumenta
consideravelmente o risco de DCV, sendo intensificado pelo procedimento de
ovariectomia (HOWARD et al., 2005).

Os mecanismos fisiopatoldgicos das DCV sdo diversos, mas apresentam como
caracteristica comum o estresse oxidativo (HILL; SINGAL, 1996; JURANEK; BEZEK,
2005; SENONER; DICHTL, 2019), no qual também é evidenciado na deficiéncia de
E2 (STREHLOW et al., 2003). Essa correlacao é especialmente importante, no que
diz respeito ao aumento das DCV em mulheres no periodo pdés-menopausa,
caracterizado pela interrupcao na producao de E2 (PIRO et al., 2010; dos SANTOS
et al., 2014).

O estresse oxidativo é resultante do desequilibrio entre a alta producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e a falha dos sistemas de defesa antioxidante do
organismo (KUNSCH; MEDFORD, 1999; TSUTSUI; KINUGAWA; MATSUSHIMA,
2011; STEINBERG, 2013). Fisiologicamente, quando em baixos niveis, as EROs
estdo envolvidas em importantes funcdes sinalizadoras de diferentes mecanismos,
como na vasodilatacdo (GORDISH; BEIERWALTES, 2014) e defesa contra
microorganismos patogénicos por meio dos neutroéfilos via superoxido (PHAN et al.,
2018), no entanto, o aumento dos niveis das EROs é caracterizado como um
processo patoldgico, capaz de provocar estresse oxidativo (MORIS et al.,, 2017,
PIZZINO et al., 2017; SENONER; DICHTL, 2019).

Como resultado do metabolismo celular fisiolégico, as EROs séo produzidas a partir
do oxigénio molecular. As EROs séo divididas em um grupo composto por espécies

radicalares, como o anion superoxido (O2"), radical hidroxil (OH¢), radicais peroxila
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(ROO-) e outro por espécies nao radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H202),
acido hipocloroso (HOCI) e o ozonio (Os). Ja as espécies radicalares e nao
radicalares a base de nitrogénio estdo o didxido de nitrogénio (NO2), radicais 6xido
nitrico (*NO) e peroxinitrito (ONOO-), chamados de espécies reativas de nitrogénio
(ERN). Os radicais sao espécies com alta reatividade e instaveis, ao contrario dos
nao radicais que sdo menos reativos e mais estaveis com um tempo de meia-vida
maior (HALLIWELL, 2006; PARAVICINI; TOUYZ, 2008; APEL; HIRT, 2004,
MCCORD, 2000).

A alta producdo de EROs, mais precisamente de Oz, foi observada nos tecidos
cardiaco e vascular de ratas ovariectomizadas (JOHAR et al., 2006; CLAUDIO et al.,
2017). Além disso, a privagdo de estrogénio, caracteristico da ovariectomia,
exacerba o aumento da pressdo de enchimento ventricular, elevando a presséo
diastolica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) e diminui o relaxamento do miocardio
em modelos de hipertensdo (CHAPPELL et al., 2003; MORI et al., 2011; WANG et
al., 2012). Essas alteracdes cardiacas sao observadas na disfuncdo diastolica do
ventriculo esquerdo (DDVE), na qual estudos tém relacionado essa disfuncédo a
diversas alteracBes intracelulares e biomoleculares, inclusive com o estresse
oxidativo (SILBERMAN et al., 2010; ZHANG et al., 2010).

A disfuncdo diastdlica pode ser ocasionada por varios fatores como o
envelhecimento (HIROTA, 1980; CHEN et al, 1998), hipertensdo (HOGG;
SWEDBERG; MCMURRAY, 2004; SANDERS; DUDLEY; GROBAN, 2009), sindrome
metabdlica (de las FUENTES et al., 2007), doenca renal cronica (CORREA de Sa et
al., 2010; VOGEL et al., 2012), diabetes mellitus, estenose adrtica e isquemia
cardiaca (KITZMAN; LITTLE, 2012). Quanto a isquemia do miocardio, observa-se o
aumento da producdo de EROs, especialmente devido a grande liberacdo de ferro
nestas condi¢fes, que levam a producao de radical hidroxil (OH+) a partir de peroxido
de hidrogénio (H202) e Oz (MERKOFER et al., 2006).

Resumidamente, o O2" pode falicitar a geracdo de demais EROs por meio de outras
vias que envolve a reacdo de Oz com Fe3* para gerar Fe?*, ou seja, forma reduzida
de ferro (pela aquisi¢cdo de elétrons), no qual vai reagir com H202 ocorrendo a reacao
de Fenton para gerar OHe, conforme demonstrado na Figura 1. A reacédo de Haber-

Weiss é definida pelas reacdes que acontecem entre O2" e H202 para gerar OH* na
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presenca de ferro (MUNZEL et al., 2015). O radical OH- é classificado como o mais
reativo das EROs podendo causar danos a proteinas, lipideos, carboidratos e ao
DNA das células (BIRBEN et al., 2012).

Reacio de Haber-Weiss

oy 2

Reacdo de Fenton

Figura 1. Reacg&o de Fenton no tecido cardiaco. O Oz~ reage com o Ferro que, posteriormente, reage
com H20: para formar OH+ por meio da Reacédo de Fenton. Adaptado de Miinzel et al., 2015.

Em condicdes fisiol6gicas, a contracdo ventricular ocorre pela liberacdo de Ca?* do
reticulo sarcoplasmatico (RS) através do receptor de rianodina (RyR), aumentando
a concentracdo intracitosélica de Ca 2* ([Ca 2*] i) durante a sistole, enquanto que no
relaxamento do miocéardio ocorre, principalmente, quando o Ca 2* é transportado de
volta para o RS pelo reticulo sarco/endoplasmético Ca?*-ATPase (SERCA) (BAKER
et al.,, 1998; PERIASAMY; HUKE, 2001; DUPONT et al.,, 2012). A atividade da
SERCA ¢é regulada por seu inibidor fosfolambam (PLB), no qual, quando fosforilado
em Serl6 (pl6-PLB) pela proteina quinase A (PKA) e / ou Thrl7 por quinase
dependente de calcio/calmodulina Il (CaMKIll), reduz os efeitos inibitérios de PLB
sobre a SERCA, aumentando a recaptacdo de Ca?* (EDES; KRANIAS, 1987;
DUPONT et al., 2012). No entanto, quando ocorre alteragdo nesse mecanismo de
homeostase e remocédo do Ca?*, o relaxamento ventricular é prejudicado levando a
disfuncéo diastélica (KASS; BRONZWAER; PAULUS, 2004).

Em estudo experimental foi demonstrado a atuacdo do 6xido nitrico (NO) e oOxido
nitrico sintase (NOS) envolvendo a isoforma neuronal (NNOS) na modulacdo do
relaxamento cardiaco por meio dos mecanismos de fosforilagdo de PLB (ZHANG et
al., 2008). No entanto, em condi¢gbes de estresse oxidativo cardiaco, foi demonstrado

em modelo de camundongos hipertensos que ha o desacoplamento da NOS e, como
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consequéncia, reducdo na recaptacdo do Ca?* citosélico resultando na disfungéo
diastolica (SILBERMAN et al., 2010).

Além disso, estudos sugerem o0 envolvimento da quinase dependente de
calcio/calmodulina (CaMKII) na disfuncéo diastolica (SOSSALLA et al., 2011; ZHANG
et al., 2005). A proteina CaMKIl é considerada um mediador chave na regulacdo de
proteinas envolvidas no acoplamento excitacdo-contracdo (WAGNER et al., 2013). A
CaMKIl é encontrada em diferentes tecidos, sendo as isoformas CaMKlla e B
expressas no tecido neuronal (MILLER; KENNEDY, 1985; HUDMON; SCHULMAN,
2002) e as isoformas CaMKIId e y expressas no tecido cardiaco, com predominio da
isoforma & no coragcdo (TOBIMATSU; FUJISAWA, 1989; EDMAN; SCHULMAN,
1994; MAIER; BERS, 2007; BACKS et al., 2009), portanto, sendo responséavel pela
maior parte das atividades da CaMKIl nos cardiomiécitos (KREUSSER et al., 2014;
GRIMM et al., 2015).

A holoenzima CaMKIl € constituida por subunidades contendo trés dominios
principais: os dominios de associacdo C-terminal se ligam para compor a parte
central na holoenzima direcionando a montagem multimérica; o dominio regulador
gue controla a ativacdo (quando se liga a calmodulina) e a autoinibicdo enzimatica
(quando se liga ao dominio catalitico); e o dominio catalitico que desempenha a
funcdo quinase de CaMKIl de fosforilagdo dos alvos (HUDMON; SCHULMAN, 2002;
GAERTNER et al., 2004; ROSENBERG et al., 2005).

Sob condi¢des de repouso, a CaMKIl € inativa pelo fato do dominio catalitico estar
retringido a uma conformacdo inativa, porém, quando ha o aumento da
concentracdo intracelular de célcio [Ca ?*], o Ca?" se liga a calmodulina (CaM)
formando o complexo Ca?*/CaM que se liga ao dominio regulatério levando a uma
alteracdo conformacional que interrompe o efeito autoinibitério do dominio regulador
no dominio catalitico, ativando a CaMKII (SAITOH; SCHWARTZ, 1985; HUDMON;
SCHULMAN, 2002; ROSENBERG et al., 2005; ANDERSON, 2011), permitindo o
acesso do substrato e do ATP ao dominio catalitico (SAITOH; SCHWARTZ, 1985)

conforme demonstrado na Figura 2.

A ativacdo da CaMKIl pode se tornar de forma sustentada, ou seja, sem a

dependéncia da concentracdo de Ca?* intracelular (Figura 2). Isso ocorre em
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situacdes de aumentos sustentados de Ca?*/CaM na presenca, por exemplo, de
ATP, resultando em autofosforilacdo na regiao autoinibitéria do dominio regulatorio e
isso impede a associacdo entre os dominios regulatorio e catalitico (LOU; LLOYD;
SCHULMAN, 1986; MEYER et al., 1992).

CaMKIl

V)
(?g*é Q> Autoinibicdo
U\

+ CaZ‘/CaM
o
Dominios: aiii— Ativacao
@ Associagdo Q
Regulador
+ ATP
@ cCatalitico + EROs
al— Autofosforilacdo

Figura 2. Representacao estrutural e funcional da CaMKIl no tecido cardiaco. A CaMKIl é formada
por vérias subunidades compostas por trés dominios (associacdo, regulador e catalitico). Em
repouso, a CaMKIl permanece no seu estado de autoinibicdo pela interagdo entre os dominios
regulatério e catalitico, porém, quando aumenta as concentracdes de Ca 2+, é formado o complexo
Ca2+/CaM que ativa a CaMKIl pela ligagdo no dominio regulatério. A atividade
autbnoma/sustentada da CaMKIl ocorre quando ha um aumento prolongado de Ca 2+ na presenca
de ATP ou até mesmo pelas EROs. Adaptado de Anderson, 2009; Erickson, 2014.

Estudos demonstram que a atividade e expressdao da CaMKIl estd aumentada em
doencas cardiacas marcadas por ativacdo neuro-humoral, como no IM (SINGH et al.,
2012; LUO et al., 2013). Uma das vias de ativacdo da CaMKII é por meio do aumento
na formacao das EROs produzidas por varias fontes, incluindo nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, mitocéndrias (ERICKSON et al., 2008). No
entanto, as EROs podem ser neutralizadas no organismo por um sistema de defesa
antioxidante enzimatico que incluem principalmente a superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GSH-Px) e ndo enzimatico como a
glutationa reduzida (GSH) e coenzima Q10 (CoQ10) presentes no proprio organismo,
assim como, antioxidantes adquiridos na dieta, dentre eles o a- tocoferol (vitamina

E), acido ascodrbico (vitamina C), (B-caroteno, flavondides, polifendis, entre outros
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(EVANS; HALLIWELL, 2001; VENARDOS et al., 2007; PARAVICINI; TOUYZ, 2008;
RODRIGO; PRIETO; CASTILLO, 2013).

Como relatado anteriormente, o O2" é produzido fisiologicamente pelo metabolismo
celular a partir do Oz, porém, devido aos seus efeitos oxidativos no tecido cardiaco,
as enzimas antioxidantes convertem as EROs em outras moléculas (Figura 3), como
no caso da SOD que desmuta o O2" em H202 (DUPUY et al., 1991). A SOD é
encontrada em trés isoformas sendo a CuZnSOD (SOD1) encontrada no citosol, a
MnSOD (SOD2) encontrada nas mitocondrias e a EC-SOD (SOD3) que é
extracelular (WALTERS et al., 2016). Por conseguinte, outras enzimas antioxidantes
entram em acgdo para degradar o H202 em H20 (por meio da GPx) e em H20 + O2
(por meio da Catalase) a fim de eliminar as moléculas oxidantes do tecido cardiaco.
Além disso, o Oz~ pode reagir com o - NO para formar ONOO-, reduzindo entdo a
biodisponibilidade de NO que é citoprotetor (TSUTSUI; KINUGAWA; MATSUSHIMA,
2011; MUNZEL et al., 2015).

SOD Catalase
— — — +

NO GPx

L \

Figura 3. Representacédo das reacdes antioxidantes enzimaticas da SOD, Catalase e GPx no tecido
cardiaco. As enzimas antioxidantes possuem a funcdo de transformar as EROs em moléculas ndo
prejudiciais as células como, por exemplo, dgua (H20) e oxigénio (O2). Adaptado de Minzel et al.,
2015.

Estudos demonstram que o aumento ou prevencdo na diminuicdo da expresséao das
enzimas antioxidantes SOD e CAT estao envolvidos no efeito vaso e cardioprotetor
em ratas ovariectomizadas submetidas ao IM (de OLIVEIRA et al., 2019; ALMEIDA
et al.,, 2014). Com isso, € de suma importancia a realizacdo continua de estudos
experimentais e clinicos para compreensdo dos mecanismos de acdo envolvidos
tanto no tratamento quanto na prevencdo das doencas que envolvem o sistema

cardiovascular.
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Atualmente, diversas drogas sintéticas sdo usadas para o tratamento das DCV,
porém, elas ndo sdo equivalentes para todas as situacdes devido a seus efeitos
adversos e diferentes fatores etioldgicos no desenvolvimento das doencas que
acometem o sistema cardiovascular (ALSHEIKH-ALI; KUVIN; KARAS, 2004).
Portanto, alternativas naturais com menores efeitos adversos podem ser novas
opcOes terapéuticas na prevencdo e tratamento das disfuncbes cardiacas

relacionadas ao estresse oxidativo.

As terapias alternativas com o uso de fitonutrientes vém se tornando cada vez mais
populares, pelo fato desses nutrientes ndo apresentarem efeitos colaterais
indesejaveis e por serem baratos (AMAKURA et al., 2000). O acido elagico (4,4 ',
acido 5,5 ', 6,6'-hexa-hidroxidifénico 2,6,2 ', 6'-dilactona) (AE) € um dos compostos
naturais polifenélicos considerado como cardioprotetor por apresentar propriedades
farmacoldgicas antiinflamatéria e antioxidante (AMAKURA et al., 2000; GARCIA-
NINO; ZAZUETA, 2015). O AE é encontrado naturalmente em varias frutas como
romas, morango, framboesas, uvas, groselhas, amora, bem como nozes e vegetais
(TALCOTT; LEE, 2002; ASCACIO-VALDES et al., 2011).

A ingestéao total de polifendis encontrados nos alimentos pode chegar a 100-150 mg
por dia, sendo considerado muito maior do que todas as outras classes de
fitoquimicos (MANACH et al., 2004). Os polifendis possuem efeitos antioxidantes
devido a acao protetora contra danos causados pela formacdo de EROs e, também,
pela sua capacidade quelante de ferro (PERRON; BRUMAGHIM, 2009). De acordo
com estudos, a acado antioxidante do AE estd associada a inibicdo de necrose do
miocardio (KANNAN; QUINE, 2011), protecdo da membrana celular da peroxidacao
lipidica (TURK et al., 2008), reducdo no desenvolvimento da les&o aterosclerética e
disfuncéo endotelial (DING et al., 2014) e melhora na recuperacdo estrutural e
funcional do metabolismo energético do miocardio com o uso combinado de AE e

indapamida (DOUGAN; CHEKMAN, 2015).

De fato, o AE parece exercer efeitos cardioprotetores, com potenciais promissores
para o tratamento de desordens clinicas, contudo, poucos sdo os estudos utilizando
o AE como forma de tratamento nas disfun¢bes cardiacas e, além do mais, a
literatura carece de estudos experimentais para entender a via de acdo nas

disfuncbes cardiacas em situacéo de privacao de estrogénio.
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Em virtude de estudos experimentais anteriores utilizando o AE como forma de
tratamento ndo serem com modelo experimental de menopausa, uma vez que 0S
hormoénios sexuais feminino sdo considerados cardioprotetores, o presente estudo
teve como objetivo avaliar se o tratamento com AE é capaz de reduzir a formacao de
EROs e prevenir a disfuncdo diastélica em ratas ovariectomizadas, bem como

investigar o envolvimento da CaMKII nesta fisiopatologia cardiaca (Figura 4).

?

o OH

l = Acido elagico
+ p-caMKiIl

| Disfuncao

Diastoélica

Figura 4. llustragdo dos fatores e vias biomoleculares que levam a disfuncao diastolica ventricular.
Nas DCV e menopausa, observa-se o aumento da producdo de EROs, em contrapartida, redugéo do
sistema antioxidante endégeno o que leva ao estresse oxidativo. Em condi¢cdes pro-oxidantes, a
CaMKiII é altamente ativada por meio da fosforilagao (p-CaMKIl), resultando na alteragdo da atividade
das proteinas responsaveis pela liberacao e recaptacdo de Ca?*, levando a disfuncao diastélica. Logo,
0 AE surge como uma terapia antioxidante alternativa no combate as EROs em doencas cardiacas.
Fonte: O autor (2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esta pesquisa tem como objetivo analisar os efeitos do Acido Elagico sobre a

disfuncéo diastolica em ratas ovariectomizadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do tratamento com AE no ventriculo esquerdo de ratas

ovariectomizadas com disfunc¢éo diastolica, investigando as seguintes analises:

e Parametros funcionais cardiacos de pressdo sistdlica, diastdlica,
dP/dt+ e dP/dt-;

e Producdo de Anion Superdxido (O2") pela fluorescéncia produzida na
oxidag&o do dihidroetideo (DHE);

e Expressdo das enzimas antioxidantes Superéxido Dismutase e

Catalase;

e Expressdo proteica pro-oxidante da subunidade da NADPH oxidase

(gp91phox);

e Expressao das proteinas CaMKIl e p-CaMKIl;

e Atividade das enzimas antioxidante Superédxido Dismutase e Catalase.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo desta pesquisa foram solicitados do Biotério Central da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), 160 ratos Wistar (Rattus
novergicus), fémeas, com oito semanas de vida e peso corporal entre 200 e 300g.
Os animais foram acomodados em gaiolas coletivas (4/1), com livre acesso a agua e
racdo (Purina Labina®, SP, Brazil). Foi controlada as condi¢cdes de temperatura do
ambiente (22-24°C), umidade (40-60%) e luminosidades (12 h claro e 12 h escuro).

Todos os animais foram submetidos ao procedimento de Ovariectomia (OVX) e
separados aleatoriamente em quatro grupos de 8 animais identificados de acordo

com os tratamentos (Figura 5):

A ) A A

} e ’ & ) e
Sham de disfuncéo Sham + Acido Disfuncao
diastdlica Elagico diastélica

\  (Sham) ) \ (Sham+AE) ) \ (D) )

Figura 5. Representacdo esquematica da distribuicdo dos grupos.

Esta pesquisa foi submetida a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro de Ciéncias da Saude da UFES e aprovada sob numero 13/2019. Todos os
procedimentos experimentais foram conduzidos conforme a orientagdo do “Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (2011)”, seguindo as normas do manual de
biosseguranca. As eutanésias foram feitas por meio da sobredosagem anestésica
com Cetamina e Xilazina (150mg/kg e 30mg/kg i.p, respectivamente) e 0os animais
foram descartados apropriadamente em freezers instalados no Programa de Pés-

Graduacao em Ciéncias Fisiologicas.
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3.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

O esquema cronologico dos protocolos experimentais representado abaixo (Figura 6)
compreende desde a aquisicdo e ambientacdo dos animais até as andlises do tecido

cardiaco coletado.

B Coleta de tecido

f‘W‘ s cido t
N . Ny Elagico Hemodinamica  Analises

1 2 3 4 5 6
1 semana 24 h 4 semanas
Legenda:
1 - Aquisicao e ambientacao dos animais 4 - Inicio do tratamento
2 - Ovariectomia 9 - Hemodinamica/Coleta de tecido (VE)
3 - Indugdo de Disfuncao Diastélica 6 - Biomolecular, bioquimica e histoquimica

Figura 6. Representacdo do esquema cronoldgico do protocolo experimental.

3.2.1 Ovariectomia

O procedimento de ovariectomia foi realizado de acordo com a técnica descrita por
Hernandez et al., (2000), em que os animais foram anestesiados e sedados com
Cetamina e Xilazina (50 mg/kg e 10 mg/kg i.p., respectivamente) e, posteriormente,
foi realizado incisBes sequenciais sobre a pele e o musculo, de aproximadamente 1 a
1,5 cm, na regido intermédia entre o Ultimo rebordo costal e a coxa para exposi¢ao
do ovéario, onde o mesmo foi exteriorizado e extirpado e a trompa uterina foi laqueada
com fio cirdrgico. Estes procedimentos foram realizados bilateralmente em todos os
animas. Apds a retirada dos ovarios, a musculatura e a pele foram suturadas e todos
0sS animais receberam uma injecdo de antibiético (Enrofloxacina — 2,5% - 0,1 mL —
intramuscular - i.m.) e analgésico (Dipirona Monoidratada 500 mg/ml — 2 gotas via

oral).
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3.2.2 Inducéao de disfuncao diastolica

Apds uma semana do procedimento de ovariectomia, 0os animais foram novamente
anestesiados com Cetamina e Xilazina (50 mg/kg e 10 mg/kg i.p., respectivamente).
Para induzir a disfuncéo diastdlica, foi realizado a oclusdo da artéria coronaria de
acordo com Baldo et al., (2012), sendo realizado uma incisdo no nivel do quarto
espaco intercostal esquerdo para exposi¢cdo do coracdo. Em seguida, o coragao foi
exteriorizado e o ramo descendente anterior da artéria coronaria esquerda foi
permanentemente ocluido por um fio de mononylon 6.0 montado em agulha nao
traumatica. ApOs a ocluséo, o coracédo foi retornado para cavidade toracica e o torax
foi imediatamente fechado com uma sutura previamente preparada conforme
demostrado na Figura 7. Os animais submetidos a cirurgia ficticia (Sham) passaram
por todos os procedimentos descritos anteriormente, exceto a oclusdo do ramo da
artéria coronaria. O eletrocardiograma (ECG) foi realizado antes e ap6s a oclusao da
artéria coronaria como critério usado para avaliacdo de isquemia cardiaca (BASHAR,;
SAMIR EL-SHERBEINY; BORAIE, 2018). Apdés o procedimento, todos os animais
receberam uma injecdo de antibiético (Enrofloxacina - 2,5% - 0,1 mL - intramuscular -
i.m.) e analgésico (Dipirona Monoidratada 500 mg/ml - 2 gotas via oral - associada

com o opioide Tramadol 100mg/ml — 1 gota via oral).

Figura 7. Etapas do procedimento para inducdo de disfungdo diastdlica. (A) Incisdo da pele,
disseccao dos musculos e realizacdo da técnica de sutura em bolsa que consiste na sutura da pele
juntamente com os musculos; (B) Exteriorizacdo do coragdo e ligadura do ramo descendente anterior
da artéria coronéria esquerda; (C) Retorno do coracao para a caixa toracica e fechamento do térax por

meio da sutura em bolsa previamente preparada. Fonte: arquivo pessoal.
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3.2.3 Tratamento com acido elagico

O acido elagico (Sigma-Aldrich, EUA) foi diluido em carboximetilcelulose (CMC), as
proporcdes de 30 mg/kg/dia para os grupos a serem tratados. A administracado de AE
por gavagem foi por um periodo de 4 semanas, sendo iniciado no primeiro dia apés a
ligadura da artéria coronaria para inducdo de disfuncédo diastdlica, ja os animais
Sham receberam somente veiculo (CMC) por gavagem durante 0 mesmo periodo. O
peso corporal foi medido semanalmente e a dose foi ajustada em conformidade. A
dose utilizada no presente estudo baseou-se entre as doses (7,5 mg/kg/dia) e (50
mg/kg/dia) como descrito na literatura (KANNAN; QUINE, 2011; WEI et al., 2017).

3.2.4 Avaliacdo hemodinamica

Quarenta e oito horas apo6s o ultimo dia de tratamento com AE, os animais foram
anestesiados com Cetamina e Xilazina (50 mg/kg e 10 mg/kg i.p., respectivamente)
para a avaliacdo da pressao arterial (PA) e da funcédo do ventriculo esquerdo (VE).
Um cateter de polietileno (PE50) preenchido com solucdo salina heparinizada (50
U/ml — Ariston Heparina Sddica, Sao Paulo, SP, Brazil) foi introduzido na artéria
carétida direita e, em seguida, conectado a um transdutor de pressao (FE221 Bridge
Amp, ADInstruments, Australia) o qual foi acoplado a um sistema de aquisicdo de
dados (Powerlab 4/35) para registrar as pressfes arteriais sistolica (PAS), diastolica
(PAD) e média (PAM). Posteriormente, o cateter foi conduzido cuidadosamente até o
VE, onde foram obtidas as pressoes sistélica (PSVE) e diastdlica final do ventriculo
esquerdo (PDFVE), taxa maxima de desenvolvimento da presséo ventricular (dP/dt
+) e taxa maxima de decaimento da pressao ventricular (dP/dt -) (Figura 8). Apos a
avaliacdo da funcdo ventricular, o cateter foi recuado para a artéria carétida para
verificar a integridade da valva adrtica pela presséo arterial inalterada. Animais que
apresentaram PDFVE acima de 20 mmHg foram considerados com DDVE
(ALMEIDA et al., 2014).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299911002226?via%3Dihub#!
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dP/dt +

PDFVE

Figura 8. Representa¢do da onda de presséo ventricular com suas respectivas variaveis. Pressao
diastélica final do ventriculo esquerdo (PDFVE); taxa maxima de desenvolvimento da pressdo

ventricular (dP/dt +); presséo sistdlica do ventriculo esquerdo (PSVE) e taxa maxima de decaimento
da pressao ventricular (dP/dt -).

3.2.5 Coleta de tecidos

Apo6s o término da avaliacdo hemodindmica, os animais foram eutanasiados por
sobredosagem anestésica e o coracao foi rapidamente removido, lavado em solugéo
salina e dissecado o ventriculo esquerdo. Para as andlises do estresse oxidativo,
expressao proteica e atividade enzimética, o VE foi armazenado em freezer a -80° C.
Os pulmdes também foram removidos e, em seguida, limpos, pesados e levados a
estufa (98° C) por um periodo de 24 horas para avaliar a congestdo pulmonar por
meio da determinacdo do percentual de agua. O Utero foi removido e pesado para

verificar a eficiéncia do procedimento de castragao.

3.2.6 Expressao proteica pela técnica de Western Blotting

3.2.6.1 Quantificacao de proteinas e preparo das amostras

As amostras do VE foram homogeneizadas em tampéo de lise contendo: Tris-HCL
pH 7,4 (10 mM), NavO3 (1 mM), SDS (1%), DTT (0,5 mM), EDTA (5 mM), PMSF (1
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mM) e inibidor de protease (diluicdo 1: 100). Os homogeneizados do tecido cardiaco
foram centrifugados por 20 minutos a 12.000 rpm com temperatura a 4° C
(Eppendorff, Alemanha). Apds a centrifugacdo foi coletado o sobrenadante para
quantificar a concentracdo de proteinas pelo método de Bradford (BRADFORD,

1976), utilizando a albumina de soro bovina (BSA) como padréo.

3.2.6.2 Eletroforese e Transferéncia das amostras

As amostras homogeneizadas (100 ug) foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10-12,5% (gel de corrida: Tris 1,5M — SDS (0,1%) pH
8,6, Bis/Acrilamida 30%, APS 10% e Temed) e 4% (gel de entrada: Tris 0,5M — SDS
(0,1%) pH 6,8, Bis/Acrilamida 30%, APS 10% e Temed). ApGs a polimerizacdo dos
géis, os mesmos foram colocados em uma cuba contendo tamp&o de corrida para
eletroforese (Tris Base 25 mM, Glicina 192 mM e SDS 0,1%) e foi pipetado as
amostras nos pocos do gel de entrada. Logo apés, foi realizado a corrida das
proteinas por meio da eletroforese por aproximadamente 2 horas e 30 minutos a uma
corrente constante de 60V nos primeiros 20 min e depois a 100V, observando
sempre o marcador de peso molecular (PowerPacTM HC, BioRad, CA, EUA). Em
seguida, foi montado um sistema de sanduiche contendo o gel, membrana de
fluoreto de polivinilideno (PVDF), papel filtro e esponjas para colocar na cuba com
uma solucdo de tampdo de transferéncia (Tris Base 25 mM, Glicina 192 mM e
Metanol 20%) que foi mantida em aproximadamente 4° C durante todo processo de

transferéncia das proteinas para as membranas por um periodo de 2 horas a 80V.

3.2.6.3 Incubagé&o com os Anticorpos

Apos a transferéncia em um sistema de blotting Uumido, as membranas foram
bloqueadas com TBS-T (NaCl 100 mM, Tris Base 10 mM, Tween 20 a 0,1%, pH 7,6)
+ leite desnatado (5%) por um periodo de aproximadamente 1 h e 30 min e depois
lavadas com TBS-T por 4 vezes de 5 min. Apés lavar as membranas, as mesmas
foram incubadas overnight com anticorpos primario monoclonais de camundongo
para catalase (CAT; 1: 2000; Sigma, Estados Unidos), GAPDH (1: 3000; Santa Cruz
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Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), CAMKII e p-CAMKII (1: 500; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz , CA, EUA), anticorpos policlonais de coelho para SOD
(SOD-2; 1: 500; Sigma, Estados Unidos) e gp91phox (1: 1000; BD, Franklin Lakes,
NJ, Estados Unidos). As membranas foram novamente lavadas com TBS-T e
incubadas por 1 h e 30 min com anticorpos secundarios conjugados a peroxidase
IgG anti-mouse ou rabbit (1: 5000; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), de acordo
com as especificagcbes dos anticorpos primario. Os procedimentos de bloqueio,
lavagem e incubacao foram realizados sob agitacéo.

3.2.6.4 Deteccao das Bandas de Proteinas

Apoés a incubacdo com os anticorpos secundarios, foi adicionado nas membranas 1
ml do reagente de deteccdo quimioluminescente ECL Prime Western Blotting (GE
Healthcare, Reino Unido) e, por fim, iniciou a imunodetecgéo por meio do ChemiDoc
(Bio-Rad). As proteinas foram quantificadas através do software Bio-Rad Image Lab
6.0.1. As mesmas membranas foram usadas para determinar a expressao de

GAPDH que foi usado para normalizar os niveis de expresséo das demais proteinas.

3.2.7 Andlise da atividade antioxidante da SOD e Catalase

A atividade antioxidante das enzimas SOD e catalase foram medidas por
espectrofotometria. Para a medicdo da SOD foi utilizado o método descrito por Misra
e Fridovich (1972). Resumidamente, as amostras do tecido cardiaco previamente
homogeneizadas (40 uL) foram misturadas ao meio de reacdo contendo tampao
carbonato de sodio (0,2 M; pH 10,2) e KCI (0,015 M) e, em seguida, foi adicionado
solucéao de epinefrina (0,025 M) para iniciar a reacédo de auto-oxidacdo que passou
por uma leitura & 480 nm com absorbancias registradas a cada 15 s por 1 minuto.
Os resultados sdo expressos em Unidade de SOD / mg de proteina que é
considerado a quantidade de enzima capaz de inibir 50% da auto-oxidacdo da
epinefrina.

Ja na atividade da catalase foi utilizado o método descrito por Aebi (1984) que

consistiu na adicdo de peroxido de hidrogénio (0,066 M) ao meio de reacgéo
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contendo tampéo fosfato (0,050 M; pH 7,4) e 60 yL da amostra homogeneizada
sendo, posteriormente, feito a leitura a 240 nm em intervalos de 15 s por 1 min. Os
resultados sdo expressos como o coeficiente de extingdo de perdxido por minuto
(AE-min / mg de proteina). As analises de leitura de ambas atividades enzimaticas
foram realizadas por meio do espectrofotometro (espectrometro T80 + UV / VIS, Pg

Instruments, Ltd., Reino Unido).

3.2.8 Fluorescéncia produzida pela oxidagéo do dihidroetideo (DHE)

Para avaliar o efeito do tratamento crénico com AE sobre a producao “in situ” de O2",
foi utilizado o método por fluorescéncia produzida pela oxidacdo do dihidroetideo
(DHE). Na presenca de O2", o hidroetidio oxida-se dentro da célula produzindo o
composto brometo de etidio, que tem afinidade pelo DNA nuclear das células,
emitindo fluorescéncia detectada pelo filtro vermelho. O VE foi mantido por 1 hora em
solucdo Krebs-Henseleit com sacarose 30%. Posteriormente, este tecido foi
congelado em meio adequado (meio de congelamento, Tissue TeK-OCT). Assim, as
amostras foram mantidas a -80° C até o dia do experimento. Se¢des congeladas ndo
fixadas do coracdo foram cortadas em seccfes de 10 um de espessura e montadas
em laminas de vidro silanizadas. As amostras foram lavadas e incubadas com uma
solugdo de Krebs modificada (contendo HEPES 20 mM) por 30 minutos em uma
camara Umida a 37°C e, posteriormente, foram incubadas com o corante
fluorescente oxidativo dihidroetidio (DHE, 2 pmol / L) em uma camara escura a 37°C
por 30 min, para detectar O2". As imagens foram visualizadas por meio do
microscépio de fluorescéncia invertido (DMi8, Leica Microsystems, Alemanha), no
qual a intensidade da fluorescéncia foi detectada a 585 nm e quantificada a partir das
imagens de seccdes do tecido cardiaco utilizando o software ImageJ (National

Institutes of Health, EUA) por um investigador cego ao protocolo experimental.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados séao apresentados como média + EPM. Os dados foram previamente

analisados, quanto a normalidade por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
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dados foram analisados utilizado a analise de variancia de uma via (one-way
ANOVA), seguido pelo teste post-hoc de Fisher. Os valores de alfa menores do que
5% foram considerados como estatisticamente significativos (p<0,05). Para a
execucao dos testes estatisticos e construcdo das figuras, foi utilizado o software
GraphPad Prisma 6.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DOS PARAMETROS MORFOMETRICOS E CONGESTAO
PULMONAR

N&o houve diferencas no peso corporal inicial entre os grupos. No entanto, 0 grupo
Sham+AE apresentou menor ganho de peso quando comparado ao grupo Sham ao
final do tratamento (p<0.05). No peso dos pulmdes, os animais com disfungcéo
diastolica apresentaram um aumento significativo no peso Umido comparado aos
grupos Sham e Sham+AE, contudo, esse aumento foi prevenido nos animais que
realizaram o tratamento com AE (DD+AE) (p<0.05). Entretanto, ndo foi observado
diferenca entre os grupos DD e DD+AE no que diz respeito ao percentual de agua
no pulméo. A atrofia do Utero apds a ovariectomia comprova a eficiéncia da cirurgia
de castracdo e, como esperado, ndo houve diferenca no peso do Utero entre os

grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos do AE nos paradmetros ponderais de ratas ovariectomizadas com
disfuncgéo diastdlica.

Sham Sham+AE DD DD+AE
(n=28) (n=28) (n=28) (n=28)
PC inicial (g) 236,3+9,2 214 + 6,6 216,9 + 8,3 2249 + 8,2
PC final (g) 306 + 10,9 2654 +11,3* 276,3+ 11,0 284 + 15,9
Pulméao (g) 1,55 + 0,05 1,36 £ 0,04 3,16 +0,30*%* 237+0,19*#T

Pulmao/PC (mg/g)  517+0,29  4267+0,75 11,71+1,28** 858+ 0,95*#*
% agua no pulmdo  75,2+0,51 74,72+0,50 78,97+0,48**% 78,46+0,63**
Peso Gtero (mg) 0,118+ 0,010 0,106+ 0,002 0,142 +0,009 0,135 + 0,022

Os dados séo expressos como média £+ EPM. PC, peso corporal. * p < 0.05 vs Sham; # p <
0.05 vs Sham+AE; T p < 0.05 vs DD.

4.2 PARAMETROS HEMODINAMICOS
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Os parametros hemodinamicos arteriais dos animais nos diferentes grupos sao
apresentados na Tabela 2. Foi observado uma maior frequéncia cardiaca (FC) nos
animais do grupo DD quando comparado aos grupos Sham e Sham+AE (p<0.05).
Quando observado as pressdes arteriais sistélica (PAS), diastolica (PAD) e média
(PAM), verificamos que os animais com disfuncdo diastolica submetidos ao
tratamento com AE obtiveram menores niveis presséricos em relacdo aos animais
nao tratados (p<0.05 vs DD), bem como pressdes arteriais normalizadas (p>0.05 vs
Sham e Sham+AE). Nao foi observado diferenca nas pressdes arteriais entre 0s
grupos Sham, Sham+AE e DD.

Tabela 2. Parametros hemodinamicos quatro semanas apoés tratamento com AE em
ratas ovariectomizadas com disfuncao diastolica.

Sham Sham+AE DD DD+AE

(n=28) (n=8) (n=18) (n=18)
FC (bpm) 200+ 8 202 +8 234 +11*# 225+12
PAS (mmHg) 111 +4 114+ 4 125+ 10 100+4°
PAD (mmHg) 84+ 4 86+ 4 95+ 6 76+51
PAM (mmHg) 98 + 3 100 + 4 107 + 7 88+5t

Os dados sao expressos como média + EPM. FC, frequéncia cardiaca; PAS, pressao
arterial sistélica; PAD, pressao arterial diastélica e PAM, presséao arterial média. * p <
0.05 vs Sham; # p < 0.05 vs Sham+AE; T p < 0.05 vs DD.

4.3 DISFUNCAO DIASTOLICA

Apods 48 horas do ultimo dia de tratamento, foi realizado a analise da funcéo
cardiaca e verificamos que entre os grupos Sham, Sham+AE e DD nao houve
diferencas significativas na presséo sistolica do ventriculo esquerdo (PSVE). No
entanto, apos o tratamento com AE, o grupo DD+AE apresentou reducdo da PSVE
guando comparado aos grupos Sham e Sham+AE (p<0.05) (Fig. 9A). Como
esperado, a pressao diastélica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) foi
significativamente maior nos grupos submetidos a isquemia do miocardio, o que
indica presenca de disfungéo diastolica, entretanto, o tratamento com AE foi capaz

de atenuar esse aumento no grupo DD+AE (p<0.05 vs DD) (Fig. 9B). Os valores das



40

derivadas dP/dt+ e dP/dt- foram menores nos grupos com DD e, curiosamente, no

grupo Sham+AE quando comparados ao grupo Sham (p<0.05) (Fig. 9C e 9D).
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Figura 9. Parametros funcionais cardiaco. (A) pressao sistolica do ventriculo esquerdo (PSVE); (B)
pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE); (C) taxa maxima de desenvolvimento da
pressao ventricular (dP / dt +); (D) taxa maxima de decaimento da presséao ventricular (dP / dt -). Os
dados séo expressos como média £+ EPM. One-way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Fisher. * p
< 0.05 vs Sham; # p < 0.05 vs Sham+AE; T p < 0.05 vs DD.

4.4 ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO PELA FLUORESCENCIA DE
DIHYDROETHIDIUM

Foi possivel perceber um aumento significativo na formacdo de anion superoxido

(O2") pela intensidade da fluorescéncia aumentada do DHE no grupo DD (Fig. 10C)
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guando comparado aos grupos Sham e Sham+AE (p<0.05) (Fig. 10A e 10B). Por
outro lado, o grupo DD submetido ao tratamento com &cido elagico por quatro
semanas apresentou uma inibicdo na formacdo de Oz, contribuindo para uma

reducado do estresse oxidativo (p<0.05 vs DD) (Fig. 10D).
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Figura 10. Avaliacdo "in situ" da producdo de &anion superoxido no tecido cardiaco. Imagens
referentes aos grupos Sham (A); Sham+AE (B); DD (C) e DD+AE (D). Os dados sao expressos como
média = EPM. One-way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Fisher. * p < 0.05 vs Sham; # p < 0.05

vs Sham+AE; T p < 0.05 vs DD.
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4.5 EXPRESSAO PROTEICA OXIDANTE E ANTIOXIDANTE

Foi analisada a expressao das proteinas do sistema oxidante e antioxidante (Figura
11) para tentar elucidar os mecanismos enzimaticos responsaveis pela diminui¢cdo da
progressdo do estresse oxidativo. Na analise da expressdo das proteinas
antioxidantes, foi observado reducéo na expressédo da SOD-2 nos animais do grupo
DD comparado aos grupos Sham e Sham+AE (p<0.05). Contudo, quando avaliado o
efeito do tratamento com AE, os animais do grupo DD+AE apresentaram aumento na
expressdo da SOD-2 comparado ao grupo DD (p<0.05) (Fig. 11A). Na expressao da
CAT nao houve alteracbes entre os grupos Sham, Sham+AE e DD. Entretanto, o
efeito do tratamento pos inducdo de disfuncdo diastélica levou ao aumento na
expressdo desta proteina no grupo DD+AE quando comparado ao grupo DD
(p<0.05) (Fig. 11B). Aléem disso, ocorreu aumento significativo na expressdo da
gp91phox, proteina pré-oxidante, no grupo DD comparado aos demais grupos
(p<0.05 vs Sham e Sham+AE), o que foi prevenido com o tratamento com AE no
grupo (DD+AE; p<0.05) (Fig. 11C).
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Figura 11. Expressao proteica das enzimas antioxidantes e oxidantes no tecido cardiaco. SOD (A),
Catalase (B) e gp9l-phox (C). Os dados sdo expressos como meédia + EPM. One-way ANOVA
seguido pelo teste post-hoc de Fisher. * p < 0.05 vs Sham; # p < 0.05 vs Sham+AE; t p < 0.05 vs DD.

4.6 EXPRESSAO DAS PROTEINAS ENVOLVIDAS NA SINALIZACAO DO Ca?

O aumento na expressdo da gp9lphox apos inducdo de disfuncdo diastolica foi
acompanhado de alteracBes na expressao das proteinas envolvidas na sinalizacao
do Ca?*. Os animais com disfunc¢éo diastélica do VE que néo realizaram o tratamento
com AE apresentaram aumento na expressdao da CaMKIl e p-CaMKIl (p<0.05 vs
Sham e Sham+AE), no entanto, esse aumento foi revertido pelo tratamento no grupo
DD+AE (p<0.05 vs DD), assim como normalizou a expressdo dessas proteinas
(p>0.05 vs Sham e Sham+AE) (Fig. 12A e 12B). Avaliado a razdo p-CaMKIl/CaMKII,
observa-se que além da reducédo na atividade da p-CaMKII no grupo DD+AE (p<0.05
vs DD), houve também a normalizacdo dessa atividade proteica (p>0.05 vs Sham e
Sham+AE) (Fig. 12C).
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Figura 12. Expressao das proteinas de sinalizacdo do Ca?* do tecido cardiaco. CaMKIl (A), p-CaMKI|
(B) e a razdo p-CaMKII/CaMKIl (C). Os dados sdo expressos como média + EPM. One-way ANOVA
seguido pelo teste post-hoc de Fisher. * p < 0.05 vs Sham; # p < 0.05 vs Sham+AE; t p < 0.05 vs DD.

4.7 ATIVIDADE ENZIMATICA ANTIOXIDANTE

Além da expressao, foi analisado a atividade das proteinas antioxidante (Fig. 13).
Foi possivel observar a eficicia do tratamento com AE pelo aumento expressivo na

atividade da SOD nos animais do grupo DD+AE em relacdo aos demais grupos,
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especialmente, ao grupo DD néo tratado (p<0.05 vs Sham, Sham+AE e DD) (Fig.
13A). Embora o tratamento com AE tenha sido eficaz no aumento da atividade da
SOD na disfuncéo diastélica, o mesmo nédo ocorreu quando analisado a atividade da
Catalase (Fig. 13B).
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Figura 13. Atividade das enzimas antioxidantes SOD (A) e Catalase (B) no tecido cardiaco. Os dados
séo expressos como média + EPM. One-way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Fisher. * p <

0.05 vs Sham; # p < 0.05 vs Sham+AE; T p < 0.05 vs DD.
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5 DISCUSSAO

Este estudo experimental objetivou analisar os efeitos do Acido Elagico sobre a
disfuncdo diastélica em ratas ovariectomizadas. Nossos principais achados
demonstram que o uso do AE na DD foi capaz de reduzir a expressao de enzimas
pré-oxidantes e aumentar antioxidantes, atenuar a disfuncéo diastélica do ventriculo

esquerdo associado a reducdo da PDFVE e normalizar a expresséo da p-CaMKIl.

Quando analisado o peso corporal ao final do tratamento, observamos que todos os
grupos aumentaram o peso, ho entanto, o grupo Sham+AE apresentou menor ganho
quando comparado ao grupo Sham. E valido lembrar que ambos os grupos foram
ovariectomizados e, segundo estudo de Huigel e colaboradores (1999), a deficiéncia
de estrogénio induzida pela OVX é demonstrada pelo aumento do peso corporal nos
animais, correspondendo as alteracfes metabdlicas e ganho de peso em mulheres
na menopausa. Porém, o baixo ganho de peso do grupo Sham+AE pode ser
explicado pelos efeitos do tratamento. Estudo in vitro com pré-adipécitos demonstrou
que o AE, bem como seu metabdlito (urolitina A), atenuaram o acumulo de lipidios
gue é o resultado do equilibrio entre eventos de lipogénese e lipdlise (CISNEROS-
ZEVALLOS; BANG; DELGADILLO-PUGA, 2020). Em reviséo, a suplementacao de
AE puro ou adicionado com outros extratos pode atenuar a adiposidade e sindrome
metabolica (KANG et al., 2016).

Quanto ao peso do utero, ndo houve diferenca entre 0s grupos, 0 que comprova a
eficiéncia da castracdo. A diminuicdo acentuada no peso uterino tem sido relatada
como marcador biolégico de estrogenicidade (LEMINI et al.,, 2015). Essa relacao
entre estrogénio e efeitos uterotroficos é confirmada em modelos de camundongos
fémeas nocautes para receptor de estrogénio (LUBAHN et al., 1993). Embora nosso
estudo ndo apresenta grupo Sham para comparacdo do peso do Utero com 0s
animais OVX, trabalhos publicados por nosso grupo de pesquisa demonstraram
valores nos pesos dos uteros proximos ao apresentado neste estudo (ALMEIDA et
al., 2014; CLAUDIO et al., 2017; ALMEIDA et al., 2018). Assim, os resultados do
peso de Utero apresentado neste estudo sugere deficiéncia estrogénica nos grupos

submetidos ao prodecimento de OVX.
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Como consequéncia da disfuncédo diastdlica (DD), além do coracdo, os pulmdes
também podem ser comprometidos (AURIGEMMA; GAASCH, 2004; KITZMAN;
GROBAN, 2011), sendo assim, avaliamos o peso uUmido dos pulmdes e foi
observado um aumento significativo nos animais com disfuncdo diastélica quando
comparado aos animais dos grupos Sham e Sham+AE. Isso se deve pela funcdo
diastolica que é prejudicada, reduzindo entdo a capacidade de enchimento do VE e,
para compensar, a pressdo de enchimento do VE é elevada resultando no aumento
da pressdao atrial esquerda, logo, a pressdo nos capilares pulmonares é aumentada
causando congestdo e edema pulmonar (NISHIMURA; TAJIK, 1997; GAASCH,;
ZILE, 2004; WARE; MATTHAY, 2005; NAGUEH, 2020).

No entando, esse aumento no peso Umido do pulmé&o foi menor nos animais com
disfuncao diastélica tratados com AE (DD+AE), tendo como explicacdo a melhora da
funcdo cardiaca, principalmente, devido a inibicdo do aumento da PDFVE apds o
tratamento. Apesar disso, ndo foi observado diferenca entre os grupos DD e DD+AE
quanto ao percentual de agua no pulméo. Em relacéo ao peso Umido do pulmao, um
estudo experimental realizado por Faria e colaboradores (2011) demonstrou que as
alteracdes de variaveis como o aumento na razdo do peso do pulmao pelo peso
corporal (Pulméo/PC) foi independentemente associada ao aumento da PDFVE em
ratas com insuficiéncia cardiaca (IC). Portanto, esses achados confirmam a eficacia
do tratamento quando observado a relacéo entre a diminuicdo da PDFVE e da razéo
Pulm&o/PC nos animais com DD submetidos ao tratamento com AE.

Outro dado importante obtido neste estudo foi a mudanca nos parametros
hemodinamicos arteriais nos diferentes grupos. Foi observado maior FC nos animais
do grupo DD quando comparado aos grupos Sham e Sham+AE. Esse aumento da
FC é descrito por Przyklenk et al (1986) como prejudicial ao miocéardio durante a
oclusdo coronaria experimental, influenciando entdo na progressao da lesao
miocardica sob hipotese de que a FC alta aumenta o consumo de oxigénio e
também compromete o tempo de enchimento ventricular podendo diminuir o fluxo

sanguineo dos vasos colaterais.

Em estudo clinico realizado por Arcari et al., (2015), mostraram que as altas FC
cardiacas registradas antes da reperfusdo coronariana pos IM estdo associadas a

uma reducao na recuperacdo do miocardio. Em razao disso, é importante obter o
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controle da FC e em um estudo experimental que utilizou o AE como forma de pré-
tratamento em ratos macho infartados por isoproterenol mostrou eficacia na reducéo
deste parametro (KANNAN; QUINE, 2011). Com base nesses achados, apesar de
nao apresentar diferenca na FC entre os animais com DD, pode-se dizer que o
tratamento foi benéfico no grupo DD+AE por impedir o aumento da FC quando

comparado aos grupos Sham e Sham+AE.

A disfuncdo endoteial refere-se a um desequilibrio entre a liberagcdo de fatores
vasoconstritores e vasodilatadores (MICHIELS, 2003; PEARSON, 2000). Essas
alteracdes demonstram se intensificar em modelo experimental de menopausa
devido a privacao estrogénica (BRAGA et al., 2015). Diversos estudos mostraram os
efeitos do AE isolado e do suco de romé&, rico em AE, na melhora da disfungéo
endotelial e atenuacdo da hipertensdo em animais (MOHAN; WAGHULDE;
KASTURE, 2010; DING et al., 2014; BERKBAN et al., 2015). Em humanos, Aviram e
colaboradores (2004) investigaram os efeitos do suco de roma em pacientes
ateroscleroticos e relataram que a PAS foi capaz de reduzir apés consumo do suco
e sugeriram a capacidade antioxidante como um possivel mecanismo. Outro estudo
clinico conduzido por Asgary et al.,, (2014) forneceu evidéncias benéficas do
consumo do suco de roma tanto na reducdo da PAS, bem como PAD em individuos
hipertensos, sendo observado também a diminuicéo significativa no VCAM-1 sérico,

um biomarcador de inflamacgé&o vascular.

Diante disso, observa-se uma acao protetora do AE isolado e do suco de roméa na
disfuncdo endotelial implicando em melhores respostas hemodinamicas. No
presente estudo foi observado menores pressfes arteriais sistolica, diastélica e
média no grupo DD+AE em comparagéo ao grupo DD. Adicionalmente, um estudo
experimental utilizando anéis de aorta toracica de ratos demonstrou que o AE, um
dos principais compostos extraidos da roma, possui efeito vasodilatador modulado
parcialmente por mecanismos dependentes do endotélio e pela inibigcdo do influxo de
calcio (YILMAZ; USTA, 2013).

Com base nos achados supracitados podemos atribuir, principalmente, a reducao na
PAS dos animais com DD a uma possivel acdo vasodilatadora do AE. Pode-se
inferir essa acao, devido aos parametros funcionais cardiacos do grupo DD+AE, que

apresentou reducédo da PSVE quando comparado aos grupos Sham e Sham+AE, o
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gue pode ser explicado pela reducdo da pos-carga causada pela diminuicdo da PAS
apos o tratamento com AE, ou seja, menor pressao intraventricular durante a sistole

foi necessério para vencer a resisténcia da PA.

Por outro lado, foi observado que a PSVE permaneceu inalterada no grupo DD. A
DDVE é considerada precursora da IC com fracdo de ejecdo preservada (ICFEP)
(LAM et al., 2011; KANE et al., 2011; PFEFFER; SHAH; BORLAUG, 2019), ou seja,
sem o comprometimento da fungéo sistolica ventricular. De acordo com a Fundacgéo
do Colégio Americano de Cardiologia e a Associacdo Americana do Coracao
(ACCF/AHA) (JESSUP et al., 2009), foi identificado quatro estagios envolvidos na IC
iniciando pelo estagio A que refere-se a presenca de fatores de risco para o
desenvolvimento de IC como, por exemplo, doenca arterial coronariana, mas sem
funcdo do VE prejudicada. O estagio B é representado por assintomatologia de IC,
mas com a funcao ventricular esquerda prejudicada. O estagio C envolve presenca
de sintomas atuais ou passados de IC associado a doenca cardiaca estrutural e o
estagio D € designado por IC refrataria, no qual ja € indicado tratamento mais
especifico como o suporte circulatério mecanico ou até mesmo transplante cardiaco
(JESSUP et al., 2009). Portanto, a disfuncao diastélica com funcéo sistélica normal e
sem sintomas de IC esté incluido no estagio B. Estudos demonstram que a disfuncéo
diastélica € comum e altamente prevalente, tende a piorar com o tempo e esta
associada com o avanco da idade e aumentos na mortalidade por todas as causas
(REDFIELD et al., 2003; KANE et al., 2011).

A ICFEP pode estar presente ap6s IM (XU et al., 2018) e sua incidéncia em
mulheres é atribuida a privacdo estrogénica devido a menopausa (DUNLAY;
ROGER; REDFIELD, 2017; TADIC et al., 2019). As diferencas de género estédo
presentes em muitas doencgas, inclusive as que acometem o sistema cardiovascular
(KANDER; CUI; LIU, 2017), sendo observada uma importante protecdo contra as
DCV em mulheres na pré-menopausa em comparacdo com o0s homens,
possivelmente devido aos efeitos cardioprotetores do estrogénio (CZUBRYT et al.,
2006). No entanto, essa protecdo € atenuada na menopausa uma vez que é
considerada um fator de risco para desenvolvimento de DCV, pois, com a deplecéo
do nivel de estrogénio ha um efeito prejudicial nas funcbes cardiovasculares e no
metabolismo (ROSANO et al., 2007).
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Quanto a PDFVE, observou-se alta em ambos os grupos DD e DD+AE, o que indica
presenca de disfuncdo diastélica (ALMEIDA et al.,, 2014), caracterizada por
anormalidades mecénicas e funcionais durante o relaxamento e o enchimento do
ventriculo (FARIA et al., 2015; DESWAL, 2005). Além de ser um marcador de
disfuncéo diastolica, a elevacdo da PDFVE esta associada a uma maior mortalidade
na doenca isquémica cardiaca, independentemente da fracdo de ejecdo ventricular

esquerda, ou seja, da funcéo sistdlica (SALEM et al., 2006; LI et al., 2009).

Estudos prévios demonstraram a associacdo entre o aumento na formacdo das
EROs e disfuncéo diastolica do VE (ZILE; BRUTSAERT, 2002; GONZALEZ et al.,
2010). A DDVE é observada em ambos os sexos, porém, apresenta maior
prevaléncia em mulheres na po6s-menopausa, indicando uma relacdo com a
deficiéncia de estrogénio (OWAN et al., 2006; OKURA et al.,, 2009; REGITZ-
ZAGROSEK et al., 2010; BORLAUG et al., 2013)

A acdo do estrogénio no sistema cardiovascular inclui a ativacdo de receptores
estrogénico em células endoteliais e miocardicas (PARE et al., 2002; HAMADA et
al., 2006; DESCHAMPS; MURPHY, 2009; BOPASSA et al., 2010), promovendo
efeito antioxidante protetor (MENDELSOHN; KARAS, 1999) demonstrado em
estudos in vitro por meio da inibicdo da peroxidacédo dos fosfolipidios de membrana
(SUGIOKA; SHIMOSEGAWA; NAKANO, 1987) e inibicdo oxidativa da lipoproteina
de baixa densidade (LDL), no qual pode estar relacionado a protecdo contra doenca
arterial coronariana em mulheres (SHWAERY; VITA; KEANEY, 1997). Além disso,
foi demonstrado previamente em estudo experimental, aumento dos niveis da
enzima antioxidante SOD nos cardiomiocitos de animais fémeas néo
ovariectomizadas em comparagdo com o0s machos, havendo uma diminuicao
significativa da SOD apds ovariectomia (BARP et al.,, 2002), podendo entdo

favorecer o aumento de EROs.

Esses estudos reforcam a ideia de que a geracdo de EROs no tecido cardiaco com
disfuncéo diastolica é intensificada na auséncia de estrogénio, efeito esse que
também foi observado no modelo experimental de menopausa do presente estudo.
Por meio da avaliacdo da fluorescéncia produzida pela oxidacdo do dihidroetideo
(DHE), foi observado aumento na formacao de Oz no VE dos animais do grupo DD

quando comparado aos grupos Sham e Sham+AE. Esses resultados corroboram
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aos ja apresentados na literatura, que relatam a participacdo das EROs nas
alteracdes estruturais, bioquimicas e eletrofisiologicas no miocardio isquémico (MILL
etal., 2011; ALMEIDA et al., 2014).

O aumento na formacao de O2" no tecido cardiaco foi acompanhado de aumento na
expressao da proteina gp91phox no coracéo do grupo DD. A geracdo de EROs pode
advir de diversas fontes, incluindo das NADPH oxidades (NOX) que sdo uma familia
de sete enzimas ligadas a membrana (GRIENDLING; SORESCU; USHIO-FUKAI,
2000; LI; SHAH, 2004) que catalisam a reducdo de oxigénio molecular em O2"
utilizando NADPH como doador de elétrons (D'ORIA et al.,, 2020). Dentre elas, a
NOX-2 (também descrita como gp9lphox) que é abundantemente expressa em
cardiomiocitos, sendo a principal via formadora de Oz no coracdo (BYRNE et al.,
2003; BRANDES; WEISSMANN; SCHRODER, 2010; VIRDIS; DURANTI; TADDEI,
2011) e esta envolvida na hipertrofia dos cardiomidcitos, deposicdo de colageno e
sinalizacéo intracelular de Ca?* (HAFSTAD; NABEEBACCUS; SHAH, 2013).

Deste modo, reduzir a producdo das EROs no tecido cardiaco é importante e
benéfica para o funcionamento adequado do coracdo. Estudos demonstram que o
AE possui atividade antioxidante enzimatica por aumentar as proteinas do sistema
antioxidante e, também, atividade antioxidante ndo enzimatica com o combate na
formacdo de EROs de forma direta (HAN; LEE; KIM, 2006; MAKENA; CHUNG,
2007; PARI; SIVASANKARI, 2008; LARROSA et al., 2010).

Além dos efeitos do AE nos parametros hemodinamicos, observamos também sua
acdo sob a geracdo de EROs no VE. No presente estudo, foi demonstrado que o
tratamento proposto com AE preveniu o aumento na formacdo de Oz in situ
evidenciado pela fluorescéncia ao DHE, além disso, reduziu a expressdo da
gp91phox e aumentou a expresséo da SOD e Catalase, sugerindo assim, que o AE
apresenta importante efeito cardioprotetor por meio da reducéo do estresse oxidativo

na disfungéo diastolica.

Quando analisado a atividade enzimatica, foi possivel observar aumento na atividade
da SOD guando comparado aos demais grupos. Embora a atividade da Catalase néo
tenha sido alterada, estes resultados sugerem que a via pela qual o AE promove

efeitos protetores parece estar mais relacionado com a SOD, responsavel pela
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degradacdo do O2" (BORRAS et al., 2010; CAMPOS et al., 2014). Nas lesdes
oxidativas que ocorrem em diversos tecidos, incluindo no coracéo, a primeira linha de
defesa celular contra essas lesdes é realizada pelas enzimas antioxidantes SOD,
Catalase e GSH-Px (RODRIGO; PRIETO; CASTILLO, 2013) sendo a SOD e GSH-Px
relatadas como enzimas dominantes que atuam como sequestradoras de radicais
livres impedindo a geracdo de EROs (NIIZUMA et al., 2010).

Além disso, durante a isquemia o metabolismo do ferro é prejudicado e liberado
como ferro livre em que nestas condigbes pode gerar EROs através da reacdo de
Fenton, catalisando a producdo de radical hidroxil (OHe) a partir de peroxido de
hidrogénio (H2 O2) e anion superoxido O2" (MERKOFER et al., 2006). Nessas
condi¢cdes, observa-se um possivel potencial terapéutico do AE (composto
polifendlico). A literatura demonstra que os polifendis podem atuar como quelantes
de metais, neste caso o Fe ?*, reduzindo diretamente a taxa de reacdo de Fenton,
impedindo a oxidacdo causada por OHe altamente reativo (PERRON; BRUMAGHIM,
2009). O metabolismo dos polifendis neutraliza os radicais livres por meio de doacéo
de um atomo de elétron ou hidrogénio, inibindo a geracdo desses radicais ou

desativando as espécies ativas e precursoras (YOSHIDA et al., 1999).

O aumento na formacdo de EROs altera a sinalizacdo de Ca?* intracelular
(ERICKSON et al., 2008; HAFSTAD; NABEEBACCUS; SHAH, 2013). A homeostase
do Ca? envolve algumas proteinas, incluindo a CaMKIl (ANDERSON; BROWN,;
BERS, 2011; ROKITA; ANDERSON, 2012) que regula a ciclagem intracelular de
Ca?* por meio da fosforilacdo de proteinas como o canal Ca?* do tipo L (LTCC),
fosfolamban (PLB) e receptor de rianodina (RyR) (MAIER; BERS, 2007).

Como relatado previamente na introducéo, na fase sistélica ventricular o Ca ?* é
liberado no citosol pelo receptor RyR, em contrapartida, na fase diastélica o Ca ?* é
recaptado para o reticulo sarcoplasmatico por meio da SERCA (BAKER et al., 1998;
PERIASAMY; HUKE, 2001; DUPONT et al., 2012), no entanto, sua acao permanece
inibida pelo PLB até que este seja fosforilado por PKA e/ou CaMKIl, reduzindo assim
os efeitos inibitérios de PLB sobre a SERCA para aumentar a recaptacdo de Ca ?*
(EDES; KRANIAS, 1987; DUPONT et al., 2012).
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Portanto, observa-se um papel fundamental da CaMKIl sobre a homeostase do Ca?*
e funcao diastolica. Contudo, em condicdes pro-oxidantes a atividade de CaMKIl &
aumentada tanto via oxidacéo direta da CaMKII na metionina 281/282 (ERICKSON
et al., 2008) quanto por fosforilagdo da CaMKIl devido a inativacdo de fosfatases
pelas EROs (HOWE et al., 2004; ANDERSON, 2011), fazendo com que a CaMKIl
permaneca ativa mesmo na auséncia do complexo Ca?*/Calmodulina (ERICKSON et
al., 2008; ANDERSON, 2011).

A ativacdo sustentada da CaMKII na lesdo de isquemia/reperfusdo do miocardio e
IM esta envolvida na patogénese da hipertrofia cardiaca (SINGH; ANDERSON,
2011; ANDERSON, 2015), inflamacao (SINGH; ANDERSON, 2011; RUSCIANO et
al., 2019), apoptose (ANDERSON, 2015), insuficiéncia cardiaca e arritmia
(SWAMINATHAN et al., 2012). Por outro lado, estudos demonstraram que a inibigdo
de CaMKIl é capaz de prevenir complicacbes como apoptose (YANG et al., 2006) e
insuficiéncia cardiaca (ZHANG et al., 2005).

A CaMKII apresenta também estar envolvida na disfuncéo diastolica (ZHANG et al.,
2005; SOSSALLA et al., 2011). A ativacdo sustentada da CaMKIl afeta
Ca?* intracelular pela fosforilagdo aumentada de RyR2 e PLB, induzindo alteracées
no conteldo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico e, como consequéncia, gera o
vazamento diastélico de Ca?* o que fisiologicamente deveria ocorrer a recaptacao.
Essas modificagbes moleculares levam a disfuncdo diastélica e a arritmogénese
(SOSSALLA et al.,, 2011). Em estudo com modelo exerimental de hipertenséo foi
avaliado a relacdo entre a disfuncéo diastolica do VE e a alteracdo da homeostase
do Ca?* intracelular, sendo demonstrado que a disfuncgéo diastélica do VE precede a
hipertensdo além de estar associado com o0 aumento da concentracdo diastolica de
célcio [Ca ?*]i (DUPONT et al., 2012). Portanto, observa-se a grande importancia da
CaMKIl, sob condicdes fisioldgicas, na regulacdo das proteinas responsaveis pela

liberacéo e recaptacdo de Ca?* para o relaxamento adequado do ventriculo.

Em revisdo, Anderson (2015) discute a direta relacédo entre a ativacdo da CaMKII via
aumento na formacdo de EROs. Em nosso estudo observamos que além do
aumento de Oz™, os animais do grupo DD apresentaram aumento na expressao da
CaMKIl e p-CaMKIIl. Entretanto, esse aumento foi prevenido nos animais do grupo

DD submetidos ao tratamento com AE. Estudo experimental realizado por Li e
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colaboradores (2013) demonstraram que o resveratrol, composto natural com
propriedades antioxidantes, também reduz a geracdo de EROs e previne a ativagcao
de CaMKIl, protegendo os midcitos ventriculares contra a atividade arritmogénica
induzida pelo estresse oxidativo e a sobrecarga de Ca?*.

Nesse sentido, os resultados do presente estudo sugerem que a reducdo na
formacdo de EROs nos animais com disfuncéo diastoélica tratados com AE foi capaz
de prevenir o0 aumento na expressao da CaMKIl e p-CaMKIl, assim como, a sua
atividade, demonstrado indiretamente na andlise da razdo p-CaMKIl/CaMKIl.
Resumidamente, os antioxidantes podem agir através dos mecanismos de
eliminacdo das EROs ou seus precursores, inibicdo da geracdo de EROs, diminuicao
da reacdo de Fenton, inducdo da geracdo de antioxidantes endégenos e reducéo da
morte celular apoptoética por regulagéo positiva do gene antideath Bcl-2 (VENARDOS
et al., 2007).

Estudos evidenciaram que a expresséo e atividade da CaMKIl estd aumentada em
doencas cardiacas marcadas por ativacdo neuro-humoral, como no IM (ERICKSON
et al.,, 2008; HE et al.,, 2011), sendo recentemente demonstrado também que o
aumento da ativacdo da CaMKIl por oxidacdo e fosforilacdo esta envolvido na
disfuncdo cardiaca isquémica, sugerindo que a inibicdo dessa ativacdo pode

representar um importante alvo terapéutico (LIU; WANG; YAO, 2020).

Adicionalmente, um estudo experimental demonstrou aumento da CaMKIl e p-
CaMKIl nos coracdes de ratas apOs ovariectomia, no entanto, essas mudancas
foram revertidas pela reposicdo de estrogénio, evidenciando entdo o efeito
cardioprotetor do estrogénio na supressdo da CaMKIl (MA et al., 2009). Com base
nesses achados, observamos no presente estudo que o aumento na ativacdo da
CaMKIl parece ser intensificado na disfungcéo diastdlica em condi¢cbes de privacao
estrogénica, o que pode ter sido um fator agravante na funcdo diastélica, uma vez
gue o estrogénio é considerado cardioprotetor (CZUBRYT et al., 2006; ROSANO et
al., 2007; MA et al., 2009).

Ja estd bem estabelecido na literatura que a disfuncdo diastOlica esta presente na
progresséao e gravidade da insuficiéncia cardiaca, por meio da ativacéo de diferentes

vias de sinalizagbes, dentre elas, a via da formacdo de EROs e mudangas na
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expressdo/atividade das proteinas envolvidas na sinalizacdo do Ca?* (MAACK;
BOHM, 2011; MUNZEL et al., 2015; JEONG; DUDLEY JR, 2015). Nesse sentido,
estudos experimentais demonstraram essa relacdo entre a disfuncdo diastdlica do
VE e o estresse oxidativo (ZHANG et al., 2010; SILBERMAN et al., 2010; MA et al.,
2012; JEONG et al., 2016), corroborando entdo com estudos clinicos (SZELENYI et
al., 2015; RAAD et al., 2020).

Analisando nossos resultados, observou-se que a redugdo de EROs foi
acompanhada pela reducéo na expressao/atividade da CaMKII e p-CaMKIl, assim
como, reducao da PDFVE, o que sugere melhora na via do estresse oxidativo com
atenuacao da disfuncao diastolica do VE nos animais submetidos ao tratamento com
AE (DD+AE). Além do mais, o AE foi capaz de normalizar os parametros
biomoleculares (formacdo de O2", expressao de SOD, gp91lphox e p-CaMKIll) do
grupo DD+AE comparado ao grupo Sham. Portanto, esses resultados corroboram
aos estudos in vitro (COZZI et al., 1995; FESTA et al., 2001; KILIC; YESILOGLU;
BAYRAK, 2014; PAVLOVA; ZOGRAFOV; SIMEONOVA, 2016) e in vivo (PARI,
SIVASANKARI, 2008, KANNAN; QUINE; SANGEETHA, 2012; LIN; YIN, 2013;
AYHANCI et al., 2016) que confirmam o efeito protetor do AE na supressdo do

estresse oxidativo.

Deste modo, observamos que o aumento na formacdo de EROs e,
consequentemente, aumento na expressao e atividade da CaMKIl, avaliados nesse
estudo, apresentam-se como mecanismos envolvidos na disfuncédo diastélica com
tendéncia a se agravar na condi¢cdo de privacdo estrogénica. Contudo, observa-se
que quatro semanas de tratamento com AE pode atenuar o agravamento da funcéo

diastélica em ratas ovariectomizadas.
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CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento com AE durante quatro semanas foi capaz de prevenir
a formacédo de EROs no tecido cardiaco pela reducdo de O:™, além de reduzir a
expressao/atividade da proteina CaMKIl que estd diretamente relacionada com a
alteracdo da homeostase e liberacdo de Ca?* diastélico, o que por fim resultou na
atenuacdo da disfuncdo diastélica em ratas ovariectomizadas. Além disso, 0s
possiveis mecanismos envolvidos nessa atenuacao parecem estar relacionados com
a reducdo na expressao da enzima pré-oxidante gp91lphox e aumento na expressao

e atividade da enzima antioxidante SOD.

Estudos experimentais demonstram que h& reducdo da SOD e aumento da
expressao/atividade da CaMKII apos ovariectomia, o que pode ter sido um fator
agravante na disfuncéo diastdlica dos animais do presente estudo, uma vez que o
estrogénio € considerado cardioprotetor. No entanto, observou-se que apds o
tratamento os parametros biomoleculares de SOD e p-CaMKII foram normalizados, o
que torna o AE ser uma opcéo terapéutica natural promissora para melhor
prognéstico de disfuncdo diastolica em mulheres acometidas no periodo da

menopausa.
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