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RESUMO

O Infarto do Miocardio (IM) é causado por uma diminuicdo do fluxo sanguineo para
0 coragdo, resultando em necrose tecidual, além de alteragbes no sistema
antioxidante cardiovascular. Além disso, deficiéncias hormonais ovarianas, comoa
menopausa, podem agravar a doenca cardiaca, interferindo na remodelacdo e
causando hipertrofia cardiaca. Vérias drogas sintéticas sdo usadas para tratar
doencas cardiovasculares, mas apresentam efeitos colaterais desfavoraveis.
Portanto, novas terapias alternativas naturais estdo ganhando forca como
estratégias terapéuticas para prevenir ou reverter os efeitos do IM. Nessecontexto,
0 acido elagico (AE) aparece como um dos compostos polifendlicos encontrados
naturalmente em romas, framboesas, morangos e uvas (AMAKURAet al, 2000).
Assim, o objetivo deste projeto foi examinar os efeitos do tratamentocom AE na
hipertrofia cardiaca em ratas infartadas e ovariectomizadas, uma vezque estudos
anteriores utilizando AE como método de tratamento ndo utilizaramum modelo
experimental de menopausa. Realizou-se um estudo experimental com ratas
ovariectomizadas submetidas ao IM e tratadas por quatro semanas com EA
30mg/Kg/dia. As ratas foram divididas em quatro grupos de oito animaiscada:
ovariectomia (OVX) + SHAM IM; OVX + SHAM IM + AE; OVX + IM; e OVX

+ IM + AE. Apds o tratamento, foi realizada a pesagem da massa do ventriculo
esquerdo para analise da hipertrofia cardiaca. Apesar de se mostrar promissor em
termos de suas propriedades cardioprotetoras, o tratamento com AE por quatro
semanas ndo conseguiu prevenir o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca em
ratas ovariectomizadas apds infarto do miocardio. Essasdescobertas contribuem
para nossa crescente compreensdo de como o AE podeser um valioso aliado na luta
contra as doencas cardiovasculares.
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1. INTRODUGCAO

As doencas cardiovasculares sado a principal causa de morte em nosso pais,
superando a violéncia e os acidentes de transito. Segundo a Sociedade Brasileira

de Cardiologia, as doencas do coracdo e do aparelho circulatério

causam mais de 1.100 mortes por dia, 0 que equivale a 46 pessoas morrendo a
cada hora (MOACIR FERNANDES DE GODOQY, et al. 2006).

A maioria dos casos de DCV é causada por doenca isquémica do coracao (CID),que
inclui, principalmente, infarto do miocéardio (IM), angina instavel, aterosclerose e
insuficiéncia cardiaca (FOROUZANFAR, et al. 2012).

O IM se distingue pela diminuigdo do fornecimento de oxigénio e nutrientes ao
tecido cardiaco, o que promove doenca e morte (ROTH et al., 2017). Esse processo
resulta em uma série de mudancas estruturais, bioquimicas e elétricasque afetam
areas infartadas e nao infartadas. Esse grupo de alteracBes € conhecido como
remodelamento ventricular, e essas alteracfes deletérias afetam a funcdo do

ventriculo esquerdo, resultando em mau progndstico apés IM (Mill et al., 2011).

Dentre as alteracdes promovidas pelo processo de remodelamento pés IM, temos
a hipertrofia cardiaca. Hipertrofia cardiaca € um dos principais mecanismos de
adaptacao do coracdo em face de uma sobrecarga de trabalhode presséo ou de
volume, imposta em determinadas condi¢des, ocasionando umaumento da massa
do miocéardio. Esse aumento ocorre como resultado de alteracbes genéticas
isoladas, como a cardiomiopatia, ou como resposta a condi¢fes fisiopatoldgicas,
como hipertenséo arterial, infarto do miocérdio, hiperatividade simples, ou como
resposta fisioldgica a sobrecarga de trabalho imposta pelo treinamento. (OLIVEIRA
& KRIEGER, 2002; CARRENO, et al. 2006; BARAUNA, et al. 2007; OLIVEIRA, et
al. 2009; LAUSCHKE & MAISCH,

2009; BERNARDO, et al. 2010; FERNANDES, 2011).

Aproximadamente trés quartos de todas as mortes de mulheres ap6s a menopausa
podem ser atribuidas a doencas cardiovasculares e cerebrovasculares; no entanto,
as DCV séao as principais causas de morte em mulheres (ROGER et al., 2012),
sendo incomum em jovens, tornou-se a principalcausa de morte e morbidade em
mulheres com mais de 50 anos na maioria dospaises desenvolvidos (EBERHARDT,
2001).



Durante a menopausa, um ano apos a Ultima menstruacdo, as mulheres
experimentam uma variedade de mudancas fisioldgicas, incluindo alterac6es nos

horménios sexuais, deposi¢cado de gordura e lipodilatacdo (ElI Khoudary, 2017),

aumento do peso corporal, a reducdo da tolerancia a glicose e o aumento da
presséo arterial sdo fatores que contribuem para o aumento do risco de doenca
cardiovascular (Rosano et al, 2007).

Um experimento demonstrou que o IM em ratas ovariectomizadas prolonga o tempo
de contracdo e relaxamento do ventriculo direito, resultando em reducédo da
capacidade cardiaca. Com base nos dados apresentados na literatura, fica claro
que a deficiéncia de estrogénio causa doencas cardiacas deletérias, o queexplica,
pelo menos em parte, o0 aumento do risco de DCV, principalmente IM, em mulheres

gue ndo possuem hormonios ovarianos (Giuberti et al, 2007).

De acordo com o que ja vem sendo discutido na literatura, o uso de fito nutrientesna
vida diaria esté se tornando cada vez mais comum nas praticas terapéuticas,devido
ao fato desses nutrientes ndo apresentarem efeitos dietéticos indesejaveis, além

de apresentarem uma excelente relacéo custo-beneficio(AMAKURA, et al. 2000).

Estudos tem apresentando o acido elagico (AE), com propriedades farmacéuticas,
anti-inflamatérias e antioxidantes, também considerado um composto polifendlico
natural e utilizado como cardioprotetor. O acido elagico (AE) pode ser encontrado
em uma variedade de frutas e vegetais, incluindo roma, framboesa, uva, morango,
groselha e amora. (TALCOTT, et al. 2002). A ingestdo total de polifendis
encontrados nos alimentos pode chegar a 100-150 mg por dia, o que é muito
superior a ingestdo de todas as outras classes de fitoquimicos (MANACH, et al.
2004).
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A nutricdo € uma aliada comprovada na prevencao e tratamento de doencas
cardiovasculares. Sabe-se que uma dieta rica em fibras, antioxidantes, vitaminase

minerais reduz o risco de desenvolver essas doencas (PRECOMA, et al. 2019).

Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos cardioprotetores do
tratamento com Acido Elagico (AE) na hipertrofia cardiaca de ratas

ovariectomizadas submetidas ao IM.



Justificando-se pelo fato de que ha poucos estudos na literatura que abordam esse
assunto e todos tratam as agdes cardioprotetoras do Acido Elagico de forma

sucinta. Dito isso, este trabalho se torna essencial, ndo so para a literatura,

mas para a populacdo em geral, uma vez que este assunto ainda é pouco faladoe
ndo é um habito da populagdo em geral ingerir diariamente frutas vermelhas, que
s&o as principais fontes do Acido Elagico. Logo, este trabalho pode incentivar agdes
educativas a fim de propagar a informacdo para mulheres no periodo da

menopausa e para toda populacao.

2. METODOLOGIA

Para a realizagdo desta pesquisa experimental com animais, foram solicitados do
Biotério Central da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), 250 ratosWistar
(Rattus novergicus), fémeas, com oito semanas de vida e peso corporal entre 200
e 300 g. Os animais foram acomodados em gaiolas coletivas (4/1), com livre acesso
a agua e racao (Purina Labina, SP, Brasil). Foi controlada as condicdes de
temperatura do ambiente (22-24°C), umidade (40-60%) e luminosidades (12 h claro

e 12 h escuro).

Os animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos de 8 animais e

identificados de acordo com os tratamentos:

Grupo 1: ovariectomia (OVX) + SHAM infarto (Sham)

Grupo 2: ovariectomia (OVX) + SHAM infarto + Acido Elagico (AE) 30 mg/kg
(Sham+AE)

Grupo 3: ovariectomia (OVX) + Infarto (IM)

Grupo 4: ovariectomia (OVX) + Infarto + Acido Elagico (AE) 30 mg/kg (IM+AE)

2.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

2.2 Ovariectomia



A ovariectomia foi realizada em todos os grupos experimentais, conforme descrito
previamente (Almeida et al, 2014). Os animais foram anestesiados e sedados com
Cetamina (50mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) e, logo apds, incisbes sequencias sobre
a pele e o musculo, de aproximadamente 1 a 1,5 cm, foram feitas na regido

intermédia entre o Gltimo rebordo costal e a coxa, para exposicao

da cavidade peritoneal. O ovéario foi exteriorizado e extirpado e a trompa uterina
lagueada com fio cirdrgico, seguindo a sutura dos tecidos cisionados. Estes

procedimentos foram realizados bilateralmente em todos os animas.

2.3 Infarto do Miocéardio

Apoés sete dias do procedimento de ovariectomia os animais foram novamente
anestesiados com Cetamina e Xilazina (50 mg/kg e 10 mg/kg i.p., respectivamente).
Uma incisdo lateral foi realizada no nivel do quarto espaco intercostal esquerdo
para exposicdo do coracdo. Feito isso, o coracdo foiexteriorizado e a artéria
coronaria descendente anterior esquerda foi permanentemente ocluida por um fio
de mononylon 6.0 montado em agulha ndotraumatica. Apos a ocluséo, o térax foi
imediatamente fechado e suturado. Os grupos SHAM infarto foram submetidos ao
procedimento de cirurgia ficticia, queconsiste na aplicacdo de todos os passos
descritos anteriormente, exceto a oclusdo da artéria coronaria descendente anterior
esquerda (Baldo et al. 2012).

2.4 Tratamento com Acido Elagico

O Acido Elagico (AE) foi diluido em solucéo salina, as proporcées de 30mg/kg/dia
para 0s grupos a serem tratados. A administracdo por sondagem gastrica com
volumes maximos de 2 mL/g durante 4 semanas foi iniciada no primeiro dia ap6s o

procedimento cirtrgico de infarto agudo do miocérdio.

2.5 Hipertrofia cardiaca

Quarenta e oito horas apés o ultimo dia de tratamento com Acido Eléagico, os
animais foram anestesiados com Cetamina e Xilazina (50 mg/kg e 10 mg/kg i.p.,
respectivamente), o coracao foi rapidamente removido, lavado em solugéosalina, o

coracao foi pesado, os atrios e os ventriculos foram separados e pesados.



2.6 Coletade tecidos

Apoés 4 semanas de tratamento com acido elagico, os animais foram sacrificadose
0os coracdes foram rapidamente removidos, lavados com solucdo salina, em
seguida, seco com papel de filtro e pesados. O Utero foi removido e pesado para

verificar a eficiéncia do procedimento de castracao.

3. ANALISE ESTATISTICA

Os dados serdo avaliados quanto a normalidade (Kolmogorov-smirnov) e
submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do teste post hoc
de Fisher. Todos os dados serdo apresentados como média +/- erro padraoda

média.

4. RESULTADOS

Inicialmente houve diferenca no peso corporal no grupo Sham + AE quando
comparado ao grupo de animais Sham. Contudo, ndo houve diferenga entre os
grupos IM e IM + AE, no entanto, ao comparar o grupo IM com o grupo Sham, nota-

se uma diferenca significativa (fig. 1).

Ao final do tratamento de 4 semanas, todos 0s animais tiveram seu peso
aumentado. Contudo, no grupo Sham + AE comparado com o grupo Sham, houve
uma prevencao do aumento de peso, entretanto, ndo foi possivel observardiferenca
nos grupos IM comparado com o IM + AE. Apesar disso, ao compararmos 0 grupo
IM com o grupo Sham, observamos que houve aumento de peso significativo. Da
mesma forma, quando comparamos o grupo IM + AE com o grupo Sham, notamos

gue o tratamento com AE foi capaz de previnir 0 aumento de peso nesses animais
(fig. 1).
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Figura 1: Peso corporal dos animais experimentais. * p < 0,05 vs sham; ** p < 0,05 vs sham; e + p <

0,05 vs Sham.

Com relacdo ao peso do coracao inteiro, podemos observar que 0s animais que
passaram pelo procedimento de infarto (IM e IM + AE) tiveram o coracdo mais
pesado em comparacao aos seus respectivos grupos controles (Sham e Sham

+ AE), contudo n&o foi estatisticamente significativo. Entretanto, observamos uma
significancia entre o grupo IM comparado com o grupo Sham, demonstrando que o

infarto possivelmente esta relacionado com o aumento do peso cardiaco (fig. 2)
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Figura 2: Peso do coracéo inteiro, * P < 0,05 vs Sham + AE.

Ja em relagdo ao peso do ventriculo esquerdo de forma isolada, observamos que

houve diferenca entre o grupo IM + AE comparado com o grupo Sham,



possivelmente devido ao infarto, porém ndo houve diferenca entre o grupo IM
comparado com IM + AE. (fig. 3)
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Figura 3: Peso do ventriculo esquerdo, + P < 0.05 vs Sham.
A fim de demonstrar a eficicia da cirurgia, pesamos o Utero seco, e como ja era

esperado, ndo houve diferenca em nenhum dos grupos experimentais devido a
todos os animais serem ovariectomizados.
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Figura 4: Peso do utero seco.

5. DISCUSSAO

Quando analisamos o peso corporal ao final do tratamento, observamos aumento
em todos os grupos. E valido lembrar que todos os grupos foram ovariectomizados

e, segundo estudo de Huigel et. al. (1999), a deficiéncia de estrogénio induzida pela



OVX é demonstrada pelo aumento do peso corporal nos animais. Embora nao
houve reducédo de peso nos animais infartados tratados, estudo in vitro (Cisneros-
Zevallos; Bang; Delgadillo-Puga, 2020) demonstrou que o AE, bem como seu
metabdlito, atenua o acumulo de lipidios. Em revisdo, foi relatado que a
suplementacdo de AE puro ou adicionado com outros extratos pode atenuar a
adiposidade e sindrome metabdlica (Kang et al.,2016).

Quanto ao peso do utero, ndo foi observado diferenca entre os grupos, o que
comprova a eficiéncia da castracdo. A diminuicdo no peso uterino é relatada como
marcador biolégico de estrogenicidade (Lemini et al., 2015). Essa relacdoentre
estrogénio e atrofia do Utero é confirmada em modelos de camundongos fémeas
nocautes para receptor de estrogénio (Lubahn et al., 1993). Assim, os resultados
do peso de Utero apresentado neste estudo sugerem deficiéncia estrogénica nos
grupos submetidos ao procedimento de ovariectomia.

Analisando os grupos IM e IM+AE, foi possivel observar maior peso cardiaco em
comparacao aos outros grupos, contudo néo foi estatisticamente significativo. Toda
via, quando observamos o peso cardiaco dos grupos IM e Sham, identificamos uma
diferenca significativa, o que demonstra a relagao entre o infarto e o aumento do

peso cardiaco.

Com base no que ja foi abordado na literatura, um estudo revela que a terapia com
acido elagico (AE), faz com que a pressao arterial caia, aumentando o relaxamento
vascular, tendo um efeito antiproliferativo nas células musculares lisas e diminuindo
a calcificacdo vascular nas artérias de ratos hipertensos. Ambas as dosagens de
AE (10 ou 30 mg/Kg) mostraram igual eficacia na reducdo do dano cardiovascular

causado pela hipertensdo (JORDAO, Juliana Bahia Reis et al., 2016).

O aumento da fibrose, do colageno e da fibronectina, que se caracterizam pelo
aumento do volume e do peso dos Orgaos, tem impacto direto no dano e na
hipertrofia do coragao (Di Zhang A et al., 2008; Ma Y et al., 2015). O ganho de peso
cardiaco induzido pela hipertensdo foi atenuado pelo tratamento com o acido
elagico (AE) (JORDAO, Juliana Bahia Reis et al., 2016).

A geracdo de EROs no coracéo pode advir de diversas fontes, incluindo gp91phox
que € a principal via formadora de O2-- (Brandes; Weissmann;Schréder, 2010;

Virdis; Duranti; Taddei, 2011) e este elemento oxidante estéa envolvido na deposi¢ao



10

de colageno, sinalizagdo intracelular de Ca2+, bem como hipertrofia dos
cardiomidécitos (Hafstad; Nabeebaccus; Shah, 2013).

Em condi¢cdes pro-oxidantes, a atividade da proteina CaMKIl & aumentada
(Erickson et al., 2008; Howe et al., 2004; Anderson, 2011). Essa ativacao
sustentada da CaMKIl na lesdo de isquemia/reperfusdo do miocardio e IM esta
envolvida na patogénese da hipertrofia cardiaca (Singh; Anderson, 2011; Anderson,
2015) e inflamacéo (Singh; Anderson, 2011; Rusciano et al., 2019).

O AE ¢é considerado como cardioprotetor por apresentar propriedades
antiinflamatdria e antioxidante (Amakura et al., 2000; Garcia-Nino; Zazueta, 2015)
e, segundo Kannan e Quine (2013), o mecanismo antiinflamatorio do AE pode estar
envolvido na atividade anti-hipertréfica, sugerindo o pré-tratamento

com acido elagico como um fitonutriente eficaz contra a hipertrofia cardiaca em

ratos machos.

A hipertrofia ventricular esquerda é um poderoso fator de risco que leva a disfuncao
contratil e insuficiéncia cardiaca (Schoepe et al., 2012). No entanto, analisando
nossos resultados observamos que o tratamento com AE néo foi capaz de inibir o
aumento da hipertrofia cardiaca nos animais infartados, o que pode ter sido
consequéncia do tempo de realizagdo tratamento, prejudicando a efetivacdo da

eficacia do AE em ratas ovariectomizadas e infartadas.

6. CONCLUSAO

Conclui-se que, embora o AE vem se mostrando promissor quanto a suas acoes
cardioprotetoras, o tratamento com AE durante quatro semanas foi incapaz de inibir
o aumento da hipertrofia cardiaca poés infarto do miocardio em ratas
ovariectomizadas. Esses resultados ajudam no avanco da compreensdo da

utilizacdo do AE como aliado na batalha contra as doencas cardiovasculares.
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