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RESUMO

O infarto agudo do miocardio pode induzir alteragcbes hemodinamicas nos
pulmdes, figado e vasos e provocar estresse oxidativo principalmente nos
pulmdes e ventriculo direito. Pterostilbeno, composto fendlico da classe dos
estilbenoides, apresenta propriedades antioxidantes, o que poderia melhorar
esse cenario. Este estudo avaliou o impacto do infarto do miocardio na
homeostase redox nos pulmdes, ventriculo direito (VD), aorta e figado. Além
disso, visava propor o pterostilbeno como uma abordagem terapéutica adjunta.
Para isso, ratos Wistar machos foram alocados em trés grupos: controle
(SHAM), infartados (M), infartados tratados com pterostilbeno (MI+PS). Sete
dias apo6s a indugéo do infarto do miocardio, os grupos M| e MI+PS iniciaram o
tratamento com 100mg/kg/dia de pterostilbeno complexado com ciclodextrina
por gavagem e teve duragdo de oito dias. Em seguida, foram realizados
exames ecocardiograficos, dados foram coletados, o0s animais foram
eutanasiados, orgdos removidos para posteriores analises morfométricas e
bioquimicas. Foram realizadas as analises de concentracbes das espécies
reativas totais de oxigénio (ROS), peroxidacao lipidica (TBARS), atividade das
enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa-S-tranferase (GST), NADPH oxidase, oxido nitrico
sintase (NOS), antioxidantes ndo enzimaticos — sistema glutationas: grupos
sulfidrilas totais; glutationa reduzida (GSH); glutationa oxidada (GSSG);
glutationas totais. Imunoconteudo da proteina Nfr2 e xantina oxidase.
Resultados: o grupo MI apresentou congestdo pulmonar e o tratamento
melhorou este parédmetro no grupo MI+PS. Este mesmo grupo, (MI+PS)
demonstrou um discreto aumento no volume sistdlico final em relacido ao Ml
através da analise ecocardiografica, corroborando para prevenir a congestao
pulmonar. O tratamento com pterostilbeno aumentou as atividades de algumas
enzimas antioxidantes no tecido pulmonar (SOD e CAT), assim como preveniu
a peroxidacao lipidica, evitando dano no tecido pulmonar. Houve um aumento
da expressao da proteina Nfr2 no grupo MI+PS, reforcando a hipotese do efeito
hormético desempenhado pelo estilbenoide — pterostilbeno. No VD, verificamos
niveis diminuidos de grupos sulfidrilas totais e da atividade da enzima 6xido



nitrico sintase no grupo MI, bem como a produgdo aumentada do anion
superéxido neste grupo. Esses parédmetros foram atenuados pelo tratamento
com pterostilbeno. Na aorta, tivemos um aumento da atividade da NADPH
oxidase e xantina oxidase no grupo MIl. Com o tratamento o grupo MI+PS
conseguiu mitigar essas alteragces oxidativas, assim como elevar os niveis de
sulfidrilas totais um importante sistema antioxidante ndo enzimatico. No figado,
nao tivemos alteragdes significativas e por ndo podemos dosar as enzimas
hepaticas no soro, ndo conseguimos avaliar dano hepatico. Portanto, o infarto
do miocardio pode causar uma diminuigdo nas protegbes antioxidantes
principalmente nos pulmdes e ventriculo direito. No entanto, o pterostilbeno
parece proteger contra os danos do estresse oxidativo no tecido pulmonar,
ativando a via Nrf2 e no ventriculo direito, justificando a redugao da producgao

do anion superdxido e melhora parcial na biodisponibilidade de NO neste local.



ABSTRACT

Acute myocardial infarction can induce hemodynamic changes in the lungs,
liver, and vessels and provoke oxidative stress, especially in the lungs and right
ventricle. Pterostilbene, a phenolic compound of the stilbenoid class, has
antioxidant properties, which could improve this scenario. This study evaluated
the impact of myocardial infarction on the redox homeostasis in the lungs, right
ventricle, aorta, and liver. Furthermore, aimed to propose pterostilbene as an
adjunct therapeutic approach. Male Wistar rats were allocated into three groups:
SHAM, MI (infarcted), and MI+PS (Ml+pterostilbene). Seven days after Mi
induction, treatment with pterostilbene (100 mg/kg/day-gavage) was started for
8 days. Then, echocardiographic examinations were performed, data were
collected, animals were sacrificed, organs were removed for further
morphometric and biochemical analysis. Analyzes of concentrations of total
reactive oxygen species (ROS), lipid peroxidation (TBARS), activity of
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GPx), glutathione S-tranferase (GST) were performed, NADPH
oxidase, nitric oxide synthase (NOS), non-enzymatic antioxidants - glutathione
system: total sulfhydryl groups; reduced glutathione (GSH); oxidized glutathione
(GSSG); total glutathione. Immunocontent of Nfr2 protein and xanthine oxidase.
Results: MI group presented pulmonary congestion and treatment improved this
pulmonary parameter in MI+PS group. This same group (MI+PS) demonstrated
a smaller increase in final systolic volume compared to MI through
echocardiographic analysis corroborating to prevent pulmonary congestion.
Treatment with pterostilbene increased the activities of some antioxidant
enzymes in lung tissue (SOD and CAT), but prevented lipid peroxidation by
preventing lung tissue damage. There was an increase in Nfr2 protein
expression in the MI+PS group, demonstrating the hypothesis of the hormonal
effect of stylbenoid - pterostilbene. In RV, we observed decreased levels of total
sulfhydryl groups and nitric oxide synthase enzyme activity in Group MlI, as well
as greatly increased superoxide anion production in this group. These
parameters were attenuated by pterostilbene. In the aorta we had an increased
activity of NADPH oxidase and xanthine oxidase in the MI group. With the



treatment the MI+PS group was able to mitigate these oxidative stress
parameters as well as increase the total sulfhydryl levels, an important non-
enzymatic antioxidant system. In the liver, we did not have significant changes
and, because we cannot measure liver enzymes in the serum, we were unable
to assess liver damage. Therefore, myocardial infarction may cause a decrease
in antioxidant protections especially in the lungs and right ventricle. However,
pterostilbene appears to protect against oxidative stress damage in lung tissue
by activating the Nrf2 pathway and right ventricle by reducing superoxide anion

production and partially improving NO bioavailability at this site.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doencas Cardiovasculares

1.1.1 Epidemiologia

Segundo levantamento da Organizagdo Mundial da Saude estima-se que
17,9 milhdes de pessoas morreram no ano de 2016 por doencas
cardiovasculares e esse numero corresponde aproximadamente a 31% de
todas as causas de morte no mundo’. Dentre as doencgas cardiovasculares,
destacam-se as doencas isquémicas do coracdo e acidentes vasculares
cerebrais que representam um importante problema de saude publica no Brasil
e no mundo?. A taxa de mortalidade no Brasil, para este grupo de causas, é de
183,3 06bitos/100.000 habitantes e encontra-se entre as maiores taxas de

mortalidade do mundo?.

1.1.2 Infarto do miocardio e aterosclerose

O infarto do miocardio geralmente um evento agudo, ocorre quando o fluxo
sanguineo coronariano é interrompido por placas ou trombos ateroscleroticos
rotos. A aterosclerose € uma doenca multifatorial, crénica, progressiva e
sistémica, que envolve o endotélio dos vasos, o qual é responsavel pela
homeostase vascular. A partir de uma agressao inicial ao endotélio, uma
resposta inflamatéria e proliferativa € iniciada, alterando a funcdo de

homeostase e promovendo, com isso, uma resposta inflamatdria local®.

Os processos metabdlicos e inflamatdrios cronicos sao caracterizados pela
formacao de placas constituidas por um nucleo rico em colesterol (ateroma)
cercado por uma capa fibrosa (esclerose). Placas aterosclerdticas instaveis
coronarianas podem sofrer rupturas e desencadear o infarto agudo do
miocardio®. Neste contexto, pode ocorrer uma diminuicdo do suprimento de

oxigénio e nutrientes ao miocardio, resultando em isquemia e hipoxia tecidual.
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Durante uma isquemia prolongada, os niveis de ATP e o pH intracelular
diminuem como resultado do metabolismo anaerdbico e do acumulo de lactato.
Como consequéncia, os mecanismos de transportes de ions dependente da
ATPase se tornam disfuncionais, contribuindo para elevacdo das
concentragdes intracelular e mitocondrial de calcio’ . Embora os niveis de
oxigénio sejam restaurados caso haja reperfusdo, ocorre um aumento da
geracdo de espécies reativas de oxigénio. Tanto em humanos como em
modelos animais, danos irreversiveis aos cardiomiocitos ocorrem apds 20
minutos de isquemia . Essa interrupgao do fluxo sanguineo coronariano gera
alteragcdes hemodinamicas, neuro-humorais e metabdlicas responsaveis pelos

efeitos negativos em outros érgéos como pulmdes e figado >*.

Apos o infarto agudo do miocardio (IAM), ocorrem alteragdes anatdmicas no
tecido cardiaco, incluindo cicatrizagdo (fibrose de substituicdo), hipertrofia e
dilatacdo, podendo levar a uma disfungdo ventricular esquerda como, por
exemplo, regurgitacdo mitral. Em resposta a isso, ocorre elevagao das
pressdes arteriais e venosas do pulméo, provocando hipertensdo pulmonar e
consequente aumento da pds-carga para o ventriculo direito®. Hill e
colaboradores demonstraram que a resposta antioxidante do ventriculo direito
foi reduzida por 16 semanas apds infarto do miocardio'®. Consequentemente
com essa ma adaptacdo, ha grande probabilidade de desenvolvimento de

insuficiéncia cardiaca.

1.1.3 Remodelamento pés-infarto do miocardio

A remodelacdo do ventriculo esquerdo apds infarto do miocardio € um
processo dindmico e complexo que ocorre ao dano do miocardio. Inicialmente a
dilatacdo do ventriculo esquerdo é considerada um mecanismo protetor para
manter a fungdo sistdlica cardiaca®®. A reducdo da massa cardiaca contratil
apos o IAM ¢ irreversivel e a hiperplasia induzida por mitose raramente ocorre
em células cardiacas diferenciadas. Essa perda de células cardiacas deve ser
compensada pela deposigao de tecido cicatricial para manter a integridade da
camara dos ventriculos. Para evitar a falha cardiaca e o colapso
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hemodinamico, respostas adaptativas neuro-humorais (sistema nervoso
simpatico e sistema renina-angiotensina-aldosterona) podem  ser
constantemente ativadas para manter a perfusdo sanguinea adequada dos
tecidos®. No entanto, a ativagdo cronica desses mecanismos geralmente ndo é
adaptativa e converge progressivamente para o fracasso global do sistema
cardiovascular e o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca. Destacamos as
principais consequéncias sistémicas da ativacdo neuro-humoral crénica:
aumento da pressao diastodlica final do ventriculo esquerdo; estresse da parede
do ventriculo esquerdo; comprometimento do preenchimento do ventriculo
esquerdo durante a diastole devido a prolongada vasoconstricao®. A elevacdo
do estresse do ventriculo esquerdo, a pressdao de enchimento e a sobrecarga
do volume circulatério induzem um padrao de hipertrofia cardiaca dilatada
marcada pelo afinamento da parede do ventriculo esquerdo devido a deposicéo
de sarcdmeros dispostos em série e aumento do ventriculo esquerdo®. Isso
tem reflexo tanto no ventriculo direito quanto na circulagdo pulmonar. Vale
ressaltar que o sistema cardiovascular esta intimamente ligado ao sistema

respiratorio.

Disfungdes sistdlicas e diastélicas do ventriculo esquerdo, bem como a
estenose da artéria aorta e/ou mitral e/ou regurgitacdo, podem aumentar a
pressao do ventriculo esquerdo e subsequentemente a pressao atrial esquerda
durante um periodo de tempo. Essa elevacdo da pressao atrial esquerda é
carateristica fisiopatoldgica da hipertensdo pulmonar por doenga cardiaca
esquerda, considerada o tipo mais comum de hipertensdo pulmonar®'. Press&o
atrial esquerda elevada pode entdo ser transmitida para a vasculatura
pulmonar, através das veias pulmonares, levando ao espessamento da
camada intima e hipertrofia da camada média dessa vasculatura; desta forma

estabelecendo a hipertensao pulmonar®',

O primeiro mecanismo compensatorio do ventriculo direito para a pressao
pulmonar elevada é a hipertrofia. Assim, o ventriculo direito pode se adaptar
com um aumento de 4 a 5 vezes a contratilidade do miocardio, um processo
que é descrito fisiopatologicamente como “acoplamento ventriculo direito-
artéria pulmonar”. Porém, progressivamente o ventriculo direito comega a

dilatar, o estresse na parede aumenta e ocorre um desiquilibrio entre demanda
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e suprimento de oxigénio. Ocorre isquemia do ventriculo direito, diminui a
contratilidade e o ventriculo direito, dessa forma, falha em manter o débito
cardiaco e inevitavelmente o “descoplamento” e as descompensacdes®!. Ainda
neste contexto, o desenvolvimento de insuficiéncia valvar tricuspide e
pulmonar, induzida pelo infarto, leva a sobrecarga do volume do ventriculo
direito e diminui ainda mais o volume sistélico comprometendo tanto a

hemodindmica sistémica como a circulagao pulmonar31.

A alteracdo hemodindmica mais frequente péds-infarto do miocardio € o
choque cardiogénico, sindrome clinica caracterizada por hipotensao sistémica,
hipotensdo secundaria e débito cardiaco insuficiente®®. A situagdo
predominante de débito cardiaco baixo geralmente acompanha um disturbio de
trocas gasosas pulmonares, que leva a hipoxemia sistémica e pode reduzir o
suprimento de oxigénio aos hepatdcitos®®. Além da disfuncdo ventricular
esquerda, o paciente afetado também costuma apresentar restricdo funcional
do ventriculo direto. Isso ocasiona congestao das veias hepaticas (hipertensao
venosa), que por sua vez pode causar hipdxia tecidual ou exacerbar os danos
hepatocelulares®®. Essa lesdo hepatica aguda, devido doenga cardiaca €
denominada de hepatite isquémica ou figado em choque ou hepatite hipoxica®”.
Apos um periodo de sub-perfusdo hepatica, as transaminases hepaticas
podem ficar acentuadamente elevadas (acima de 3000 Ul/ml) como resultado
da necrose®’. Felizmente, na maioria dos casos o insulto cardiaco é abordado,
a perfusao hepatica é restaurada e o figado resiliente se recupera rapidamente.
Em casos graves, um paciente pode desenvolver insuficiéncia hepatica aguda
e eventualmente ir a 6bito®'. Tais alteracdes funcionais e morfométricas
cardiaco, pulmonar e hepatica decorrentes do infarto do miocardio podem ser
avaliados por diferentes modelos experimentais. Embora ndo represente a
totalidade da fisiopatologia desta doenga estes protocolos s&o assaz uteis para
o estudo dos mecanismos envolvidos no estabelecimento do remodelamento

cardiaco adverso poés-infarto.
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1.1.4 Modelos experimentais de lesao cardiaca (infarto)

Existem modelos experimentais de IAM que simulam alguns aspectos da
evolucdo da doenca no que diz respeito a parametros hemodinamicos,
ecocardiograficos e bioquimicos. A titulo de exemplificacdo, destacam-se duas
relevantes técnicas de indugao de infarto em modelo animal: a oclusdo da

coronaria descendente anterior e a administracao de isoproterenol.

O modelo de infarto do miocardio experimental em ratos, pela oclusao da
coronaria descendente anterior foi descrito inicialmente por Heimburger em
1946. Com o passar dos anos, a técnica foi modificada progressivamente por
Johns e Olson em 1954 e Selve e cols. em 1960 e no inicio da década de
1980, o método foi introduzido no Brasil?®®. Apds a anestesia é realizada
toracotomia esquerda, entre o 4° e o 5° espacos intercostais. O coragao é
exteriorizado por compressao lateral do térax e a artéria coronariana esquerda
ligada com o fio de sutura 5-0 a, aproximadamente, 2 mm da origem, entre a
borda do atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar. A seguir, 0 coragao €
rapidamente recolocado na cavidade toracica, os pulmdes expandidos com
ventilagdo positiva com oxigénio a 100% e o térax fechado. O método descrito
acima possui varias vantagens. Em primeiro lugar, os animais podem ser
criados especificamente para os protocolos e com custo mais baixo que
animais maiores. Em segundo lugar, a cirurgia € extremamente rapida, com
duragcdo variando de 2 a 5 minutos. Outro aspecto € que devido as
caracteristicas do metabolismo, as etapas envolvidas na evolugcdo do infarto
como, por exemplo, necrose, cicatrizacao e remodelagao ocorrem rapidamente,
0 que diminui o tempo de observagao dos estudos. Finalmente, as alteracdes
morfolégicas e funcionais decorrentes do infarto se assemelham aquelas

encontradas em humanos?®.

O segundo modelo de lesdo cardiaca que resulta em infarto do
miocardio, no presente estudo ressaltado, € aquele baseado na administracao
de isoproterenol. De modo geral, esta técnica de indugao de infarto consiste na
administragdo subcutdnea de isoproterenol, numa dose de 150 mg/kg/dia

diluida em 2 ml de solugdo salina, durante dois dias consecutivos, com
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intervalo de 24 horas entre as aplicacdes®. O isoproterenol ¢ um derivado
sintético da noradrenalina, sendo um dos mais potentes agonistas beta-
adrenérgico, porém com afinidade muito baixa para receptores alfa®. O infarto
induzido pelo isoproterenol é causado por insuficiéncia coronariana aguda
provocada pelo desiquilibrio entre a demanda energética do miocardio (elevada
pelo potente efeito cronotropico positivo do isoproterenol) e o fluxo coronariano
ao miocardio. A hipoxia do miocardio resulta, entdo, na necrose cardiaca. A
elevacido excessiva de calcio intracelular e a formagao de espécies reativas,
com consequente indugao de estresse oxidativo, estdo envolvidas na inducao
da morte dos cardiomidcitos e lesdes cardiacas causadas pelo isopreterenol®”.
Pesquisadores que utilizam essa técnica afirma que este modelo tem as
vantagens de baixo custo, facil operacdo e boa repetibilidade®* %37, Porém,
optou-se neste trabalho em utilizar o primeiro modelo descrito acima, por
considerar melhor a padronizagdo da regido cardiaca infartada e n&o utilizar
medicamento para induzir o infarto, e assim fazé-la mediante uma técnica

cirargica.

1.2 Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

Espécies reativas de oxigénio (EROs) é um termo comum que identifica
uma variedade de substancias contendo oxigénio com reatividade com outras
biomoléculas, com a finalidade de se estabilizar. Incluem radicais livres
(substéancias contendo um ou mais elétrons ndo emparelhados) como
superoxido, hidroxil, peroxil, e hidroperoxil e espécies nao radicais livres como
peréxido de hidrogénio e outros peréxidos15. No processo de respiracao celular,
O oxigénio recebe quatro elétrons, reducdo tetravalente, na cadeia

transportadora de elétrons, resultando sua redugéo até agua.

A formacédo de EROs ocorre em 2-5% de todo oxigénio que passa pelo
processo de respiracdo celular das mitocondrias'®. Paralelamente ao termo
EROs, as espécies reativas do nitrogénio (ERNs) identificam substancias
contendo nitrogénio e oxigénio também, como 6xido nitrico (NO') radical livre, e

substancias derivadas do NO como oxinitrito. Essas moléculas sé&o
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constantemente formadas pelas células por reagbes enzimaticas ou nao

enzimaticas'(Figura 1).

MNO sintase

Glicose-oxidase

NADPH oxidase

Ciclo-oxigenase & \\\. { | S0D | || Catalase o
~—_ 2
> 02 — Oy +0,

Lipo-oxigenase | ——
Fe;‘Cu
Xantina-oxidase |/ (GSH)

Monoamino-oxidase GSSG + H,0

Cyp P-450mono-oxigenase

Figura 1. Formacgdo de espécies reativas de oxigénio

Varias fontes podem gerar superoxido (O,) que é rapidamente
dismutado em peroxido de hidrogénio (H,0,). Superoxido também
pode reagir com oxido nitrico (NQO) para formar peroxinitrito (ONOQO"),
resultando na inativagdo do NO. O peroxido de hidrogénio produzido
a partir da desmutag¢do de superoxido ou pela glicose oxidase é
convertido em H,O pela catalase e glutationa peroxidase (GPx), mas,
ha presenca de presenca de ferro ou cobre, também pode produzir o
radical hidroxila altamente reativo (*OH) pela reagao de Fenton.

Retirado e adaptado de Vizcaino e colaboradores, 2001.

O radical anion superoxido (O2"°) é o radical mais comum e abundante na
célula, sendo formado pela cadeia transportadora de elétrons, por células
fagocitarias e por reagao de auto-oxidacao. O radical superdxido € mais estavel
e apresenta seu tempo de meia-vida mais longo que o radical hidroxila. A
enzima superoxido dismutase realiza a dismutagdo deste radical formando
peréxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio ndo € considerado um radical
livre, mas € considerado um ERO devido ao potencial de gerar radical hidroxila
(OH"), apés reagir com metais de transicdo. Ainda, decorrente de sua baixa
reatividade, o peroxido de hidrogénio € capaz de atravessar faciimente as

membranas bioldgicas, agindo como sinalizador inter e intracelular®
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As reacdes de geracdo do radical hidroxila mediada pela interagdo metais-
H,O, foram descritas por Fenton e Haber-Weiss (Figura 2). O radical hidroxila
mesmo tendo uma meia-vida curta, € o mais potente dos EROs, podendo
reagir com praticamente todas as biomoléculas. Sua capacidade oxidante &
superior a das demais EROs, porque o organismo nao dispde de sistema

enzimaticos de defesa contra esse radical’®.

Reacdo de Fenton

H,0, +Fe?*fCu* —> Fe*/Cu®*+ OH +OH
Reacdo de Haber-Weiss

Hzoz + .Oz- _}' OH + OH-
Figura 2. Geragdo do radical hidroxila mediada pela interagdo metais-H,O-

Retirado e adaptado de Haliwell, 2007.

Ainda neste contexto, outras fontes enddgenas e exdgenas de espécies
reativas podem ser verificadas (Figura 3). No infarto do miocardio, por exemplo,
a formacado dos radicais livres pode estar associada principalmente NADPH
oxidase e xantina oxidase’®. NADPH oxidase, éxido nitrico sintase indutivel
(iNOS) e xantina oxidase contribuem para a sintese de colageno pés infarto do

miocardio™®,

Para quantifica o aumento dos danos causados pelos radicais livres
utilizamos marcadores de peroxidagdo lipidica em fluidos corporais. E
importante lembrar que a peroxidacdo lipidica é um acompanhamento
inevitavel de morte celular®. Uma estratégia para evitar danos causados por
radicais livres é fornecer moléculas que participam de eventos cuja disfungao
leva ao estresse oxidativo e/ou fornecer moléculas que participam de
mecanismos inatos de desintoxicacdo?. Uma maneira muito bem sucedida de
usar antioxidantes vegetais € aumentar a concentragdo de substancias

enddgenas que participam dos mecanismos de oxi-redugéo32.
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Produc¢do de radicais livres

Fontes enddgenas: Fontesambientais:
¥ Vazamento mitocondrial ¥’ Fumaga de cigarro
¥ “Burst” respiratério ¥ Poluentes
¥ ReagOesenziméticas 5 _ ¥ Luz ultravioleta
¥ ReagBes de auto-oxidagio 02 + Hzoz ¥' Radiagio ionizante

¥ Xenobidticos

/ OH.\
Peroxidag3o lipidica J’ Danos as proteinas

Bases de DNA modificadas

Figura 3. Principais Fontes de Espécies Reativas de Oxigénio e Consequentes
Danos dos Radicais Livres.

Retirado e adaptado de Woodsite e colaboradores, 2001.

1.3 Antioxidantes

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que presente
em baixas concentragdes atua sobre um substrato oxidavel, atrasando ou
inibindo significativamente a oxidagdo deste substrato®. Como sugere esta
definigdo o papel fisiolégico dos antioxidantes € evitar danos aos componentes
celulares de reagbes quimicas envolvendo radicais livres. Atualmente, a
palavra antioxidante & também utilizada para se referir as substancias
benéficas ao homem, geralmente fitoquimicos, devido suas capacidades

relacionadas a reac&o redox "%

Como as espécies reativas de oxigénio tém a capacidade de reagir de
maneira indiscriminada levando a danos a qualquer componente celular, para
neutraliza-los possuimos sistemas antioxidantes enzimaticos constituidos pelo
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx)
'® As superoxidos dismutases sdo metaloenzimas que dismutam o radical

superéxido a oxigénio e peréxido de hidrogénio e constituem a primeira linha
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de defesa contra os radicais livres. A catalase € uma enzima que atua na
conversdo de peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua. A catalase esta
presente principalmente nos peroxissomos, por isso seus niveis podem variar
nos diferentes tecidos'’. Com relagdo as glutationas peroxidases (GPx) sdo
uma familia de enzimas homologas a GPx-1 de mamiferos contendo em sua
estrutura uma selenocisteina (Sec) e usa a glutationa reduzida (GSH) como co-
substrato obrigatdrio para redugdo do peroxido de hidrogénio na agua®. A
detoxificacdo de peroxidos pela GPx-1 de mamiferos ocorre por meio de um
mecanismo enzimatico do tipo “pingue-pongue” com dois substratos, no qual a
cinética de saturagdo ndo é observada. Apds reagir com o peroxido, um acido

selenénico (Se-OH) se forma no local ativo do seleno (Se-H) (Figura 4).

(G5H H,O
GPx-520H GPx-58-5G
I
ROH
=\ /

L~ | GiH
® \ i

i GPx-SeH ﬁ_,r;s ()

ROOH G356

ROOH +2G5H _GPxy ROH + GssG + Hi0

Figura 4. Reducao do perdxido de hidrogénio pela GPX-1.

A inativacao enzimatica de peroxidos envolve a formacao
modificacoes intermediarias na selenocisteina do local ativo. Assim
selenol {GPx-SeH), forma um &cido selenénico {GPx-SeOH) apds
reagir com peroxidos (n°1 na figura). Uma molécula de GSH reduz
o acido selenénico, levando ao intermediario Se-SG (n°. 2 na figura)
que é reduzida pela segunda GSH, resultando no GSSG (n° 3 na
figura). A reacao liquida € mostrada na parte inferior da figura.

Retirado e adaptadode Lubos e colaboradores, 2011.
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Na atividade enzimatico da glutationa, ha necessidade que a enzima
glutationa redutase recicle glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida
(GSH), usando NADPH como fonte de equivalentes redutores, e a glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD) mantém as reservas celulares de
NAPDH*(Figura 5).

G6P NADP+ 2GSH ROOH
G6PD AX:P“
ROH
6PG NADPH 6556

Figura 5. Caminhos redox envolvidos na manutencao dos cofatores
necessarios para ativacaoda GPx-1.

A GPx-1 inativa o perdxido de hidrogénio e hidroperdxidos
lipidicos as custas do GSH, que é oxidado para formar GS5G. A
enzima glutationa redutase {GR) recicla GSSG em GSH utilizando
NADPH como fonte de equivalentes redutores, enquanto a
glicose-6-fosfato desidrogenase G6PD mantém as reservas
celulares de NADPH.

Retirado e adaptadode Lubos e colaboradores, 2011.

As peroxirredoxinas sdo uma familia de enzimas com diferentes
distribuicdo subcelulares. Encontramos algumas isoformas no citosol e interior
das mitocéndrias e junto com as catalases sao responsaveis pelo catabolismo
do peroxido de hidrogénio®. Contamos também com o sistema tiorredoxina,
formado pela tiorredoxina (Trx) pequena proteina redox de aproximadamente
12kDa expressa em todos os tecidos, a tioredoxina redutase (TrxR) e um
doador de elétrons, NADPH. A Trx é mantida em estado reduzido na presenca
de TrxR e NADPH?®3. Trx1, umas das principais isoformas do Trx, & expressa no
coracao de forma abundante e exerce sua atividade oxidorredutase através dos

residuos de cisteinas (Cys32 e Cys35) conservados, reduzindo as proteinas
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oxidadas por meio de reacdes de troca de dissulfeto de tiol*®. Trx1 interage
com uma grande variedade de proteinas, incluindo fatores de transcrigéo e
outras moléculas de sinalizagdao, e regula inumeras fungdes celulares. Isso
inclui defesa contra o estresse oxidativo, transcricdo de genes, crescimento

celular, sobrevivéncia e morte celular e controle de qualidade de proteinas™.

Tireodoxina
redutase

Tireodoxina Tireodoxina
oxidada Sistema reduzida
Tireodoxima

Fonte de dissulfeto
S-nitrosilagdo

ALYD Metlla;aﬂ ALYO
OXIDADD
. Egﬂ;‘:"m Exemplos:- histonasdesacetilases
§ - miRNAs
- fatores de transcridao
Figura 6. Sistema Tireodoxina - proteinas oxidadas

Trxl reduzida com Cys32 e Cys35 livres pode interagir e reduzir
moléculas alvo oxidadas com ligagdes dissulfeto. Embora essa reacdo
produza Trxl oxidada com uma ligacdo dissulfeto intramolecular entre
Cys32 e Cys35, a Trxl oxidada pode ser reduzida novamente (reciclada)
por TrxR na presenca do doador de elétrons, NADPH. Exemplos de alvos
Trx1 incluem histona desacetilase 4 (HDAC4) e proteina quinase ativada
por AMP (AMPK).

Retirado e adaptado de Nagarajan e colaboradores, 2017.
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A Trx1 oxidada aceita um elétron do NADPH e é entdo reduzido pelo
tireodoxina redutase (TrxR) para continuar o ciclo. Importante destacar que
Trx1 reduzida interage com e reducao da peroxirredoxina, que por sua vez
converte H,O, em agua. Assim, a peroxiredoxina € um dos principais alvos de
Trx1 e medeia talvez um dos mecanismos mais importantes de Trx1, a reducao

de peroxido de oxigénio® (Figura 6).

Resumidamente poderiamos destacar algumas reagdes enzimaticas

envolvidas no processo de eliminag&o do estresse oxidativo (Figura 7).

|
2H,*+20,”7| SOD | 0, +H,0,
 ——
|
CAT |
GPx |

R-OOH +2GSH ————5 R-OH + GSSG + H,0

GPx
H,0,+2GSH ——>GSSG +2H,0

Figura 7. Reacbes das enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa redutase (GPx).

Retirado e adaptado de Haliwell, 2007

Além do sistema enzimatico, os tecidos podem recrutar antioxidantes nao
enzimaticos, como por exemplo, glutationa reduzida, qual participa como
substrato em muitas reagbes catalisadas pela glutationa peroxidase. As
vitaminas, como alfa tocoferol, beta caroteno e o ascorbato, também podem
atuar com antioxidantes, reduzindo as concentragcdes da espécies reativas,
agindo como scavenger , ou absorvendo a energia de excitacdo dos radiciais
livres, tal qual um quencher16. Moléculas orgéanicas que se inserem na dieta
dos seres humanos também estdo assumindo importante papel como

antioxidandes, tais como os compostos fendlicos.
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2. Estilbenoides

Ao longo do tempo, as plantas tém elaborado uma vasta gama de produtos
naturais que evoluiram, conferindo vantagens seletivas contra ameacas
ambientais. Desta forma, destacam-se os estilbenoides que juntamente com os
flavonoides, compdem a classe dos compostos fendlicos. Estilbenoides
possuem atividade antimicrobiana e sua sintese é estimulada em resposta a
varios tipos de stress, tais como a luz ultravioleta (UV) e infe¢des fungicas (nas
folnas e cascas dos frutos). Por participarem da defesa das plantas sao

denominadas de fitoalexinas'”.

O resveratrol foi o estilbenoide mais estudado na ultima década, e
corresponde 3,5,4’-trihidroxi-trans-estilbeno, € encontrado principalmente nas
cascas de uvas (Vitaceae ssp.). Outro estilbenoide em destaque é o
pterostilbeno que corresponde (trans-3,5-dimetoxi-4-hidroxiestilbeno) € um
composto fendlico naturalmente encontrado em uma ampla variedade de frutas

principalmente em mirtilos (Vaccinium spp.)" (Figura 8).

OH

S
II{]\O/M f/_,/,_
7 trans-Resveratrol
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{.:H} W e
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Pterostilbene
0

H,C~

Figura &. Estrutura quimica do resveratrol e pterostilbeno.

Retirado e adaptado de Reinisalo e colaboradores, 2015.

Embora o resveratrol seja bem tolerado em humanos, é pouco soluvel

em agua (<0,05 mg/mL), e ¢é rapidamente metabolizado. A rapida



30

glucuronidagdo durante a conjugacdo da fase |l resulta em baixa
biodisponibilidade oral (aproximadamente 20%) e meia-vida proxima de 14
minutos "2, J& o pterostilbeno com a posicdo trés é metilada, é protegida da
glucuronidagao, exibe biodisponibilidade oral de 95% e meia-vida de 105
minutos *'. O pterostilbeno é considerado metabolicamente mais estavel em
comparagado ao resveratrol, pois possui apenas um grupo hidroxila livre
disponivel para a glucuronidagéo ou sulfatagéo 42 Estudos farmacocinéticos
mostraram altos niveis de metabdlitos de estilbenos (sulfatos e glucuronideos)
no plasma. Portanto, alguns argumentam que esses metabdlitos podem atuar
como reservatorios para os estilbenoides sejam por agao direta dos metabdlitos
ou via reciclagem entero-hepética”. Os estilbenoides sdo principalmente
excretados como metabdlitos na urina (renal) e nas fezes (n&o renais). As vias
nao renais parecem predominar na eliminacdo do resveratrol e do
pterostilbeno, sugerindo papel importante para o ciclo entero-hepatico. Assim,
os efeitos biolégicos ainda podem ser atingidos com baixos niveis circulantes

dos compostos estilbenoides originais”.

Os mecanismos de acao dos estilbenoides esta relacionada a redugao dos
niveis de EROs como o perdxido de hidrogénio e ions superdxidos, bem como
aumentar a disponibilidade intracelular de oxidantes enzimaticos e nao-
enzimaticos'®. De um modo geral, varios polifendis estdo envolvidos na
regulacéo de receptores nucleares. Kosuru e colaboradores demostraram que
o pterostilbeno protege as células de danos oxidativos através da via do fator
nuclear eritroide relacionado ao fator 2 (Nfr2)*. Um estudo em vitro
demonstrou que o pterostilbeno foi capaz de melhorar a expressao de genes
antioxidantes através da ativagdo da via Nfr2, protegendo embrides de
camundongos contra estresse oxidativo induzido pela adi¢do de perdxido de

hidrogénio®.

3. Fator nuclear eritréide relacionado ao fator 2 (Nrf2)

O Nrf2 pertence a uma grupo de fatores de transcricao de ziper de leucina
basica (bZIP)?°. Em condicdes basais, o Nrf2 se localiza no citoplasma celular
associado a duas proteinas Keap1 (do inglés — Kelch-like ECH-associated
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Protein 1) também conhecido como inibidor natural do Nrf2 (iNrf2). O
homodimero de keap 1 serve de intermediario para a ligacdo do complexo
Cul3-Rbx1 (do inglés — E3-ubiquitin ligase complex/Ringbox proteina 1) que
marca por ubiquitinagdo o Nrf2 para degradagao via proteassoma 26S. Assim,
a quantidade de Nrf2 se mantem sempre baixa em condi¢cboes fisiolc’)gicas”.
Porém, quando a célula é exposta estimulos estressores como espécies ativas
de oxigénio e nitrogénio, alguns residuos de cisteinas em Keap1 sdo oxidados,
resultando em alteragao conformacional do Keap1 e consequente liberagao de
Nrf2. Nrf2 livres translocam-se para o nucleo e associam-se com as proteinas
sMaf (do inglés — small musculoaponeurotic fibrosarcoma). Esse heterodimero
se liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE) ou ao elemento de
resposta eletrofilica (EpRE), localizados na regido promotora dos genes alvos.
Assim o complexo Nrf2/sMaf, ao se ligar em ARE ou EpRE, iniciara o processo

de transcrigao®(Figura 9).

CondigBes basais | Ativacdodo Nrf2
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Figura 9. Modelo esqueméticodavia Nfr2/Keapl.

Em condi¢des basais: o Nrf2 permanece no citoplasma associado com duas
moléculas de Keapl. A associacdo com Keapl permite que se forme um
complexo com Cul3-Rbx1, que marca o Nrf2 para degradacao via proteassoma.
Em resposta a estimulos estressores: A} cisteinas reativas em Keapl sdo
oxidadas; B) proteinas quinases fosforilam diretamente o Nrf2. Ambas as
formas de ativacio suspendem o efeito inibitério de Keapl e permitem que o
Nrf2 fique livre para migrar para o nucleo e se ligar com sMaf e ARE/EpRE,
promovendo a transcricdo de genes envolvidos na defesa antioxidante,
desintoxicagdo de drogas e xenobidticos, regulacdo do metabolismo,
citoprotecdo e sobrevivéncia celular.

Retirado e adaptadode Niture e colaboradores, 2013.
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O Nrf2 é considerado o regulador-chave da resposta antioxidante do
organismo, sendo responsavel por induzir a expressao de genes que codificam
proteinas e enzimas antioxidantes, além de enzimas da fase Il de detoxificacao
(conjugacado) do metabolismo. Desta forma, o Nrf2 desempenha um
mecanismo de importancia critica para a protecdo e sobrevivéncia celular.
Dentre os seus genes alvo estdo a heme oxigenase 1 (HO-1), superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), NAD(P)H quinona oxidoredutase 1 (NQO1),
glutationa S transferase (GST), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase
(GPx), tiorredoxina (Trx) e glutamato cisteina ligase (GCL)®. Por outro lado, a
funcdo do Nrf2 ndo se limita somente a resposta antioxidante e de
detoxificacdo. Ele é responsavel pela modulacdo da expressao de mais de 200
genes, que possuem importante papel em diversos outros processos celulares,
incluindo resposta inflamatodria, regulacdo metabdlica, proliferacdo celular,
senescéncia e funcdo mitocondrial®.

A identificacdo de que o Nrf2 esta relacionado com tantas outras funcoes,
sendo expresso de forma ubiqua no organismo, sugere que ele funcione como
um sensor celular que comanda uma reprogramagao metabdlica para combater
os estimulos estressores, desta forma aumentando a capacidade de

sobrevivéncia celular e restauracio da homeostase®.

4. Hormese

Provavelmente, um dos principais mecanismos antioxidantes exercidos
por componentes das plantas — a hormese, ocorra despercebido. E indireto e
contra intuitivo e consiste em impulsionar o mecanismo inato de defesa contra
o estresse oxidativo*®. A hormese é constituida por mecanismos que foram
melhorados com a evolugdo. O desafio é identificar produtos derivados de
plantas capazes de restaurar a eficacia desses mecanismos de protecéo

quando se tornam disfuncionais pelo envelhecimento ou pela doenga45.

Por exemplo, a radiagao ionizante (radioatividade), a exposigao limitada
€ benéfica, enquanto a alta exposicao é prejudicial45. Na terminologia do
estresse biolégico os conceitos de respostas adaptativas e pré-

condicionamento incluem a relacdo dose-resposta da hormese. Baixas doses
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de exposi¢cao ao agente estressor geralmente esta associado a um beneficio
positivo (eustresse) enquanto alta dose implica em dano e resposta negativa®®.
No caso, os efeitos da radidlise da agua, aumentaram as concentragdes
milimolares de H,O, intracelular, implicando em alteragdes redox imediatas,

associadas ao estresse oxidativo.

As respostas eustresse neste caso podem ser divididas em:
independentes que nao requer ativagado de genes com exemplo sao Ca?*, ATP
e H,0, e dxido nitrico (NO) sintetizado por éxido nitrico sintase. Estes, por meio
de processos controlados de sinalizagdao, ativam comutadores moleculares de
genes que expressam uma variedade de enzimas uteis na resposta redox. Dois
dos principais comutadores moleculares em eucariotos sdo os Sistema Nrf2 /
Keap1 e sistema NF-kB.

5. Hipotese

O infarto do miocardio induz alteracbes oxidativas e morfolégicas ao
parénquima do pulmao, reestruturando a vasculatura e elevando a pressao da
circulagdo pulmonar. Esta alteragdo na hemodinamica provoca aumento da
pos-carga e remodelamento do adverso do ventriculo direito e efeitos
subsequentes sobre os tecidos remotos como aorta e figado. Este prejuizo ao
sistema cardiovascular e hepato-pulmonar é mitigado com a administracéo de
compostos fendlicos, em especial, o pterostilbeno. Isso abre a oportunidade de
uma nova alternativa terapéutica auxiliar para o remodelamento tecidual pds-

infarto.

6. Objetivos

Avaliar as alteracbes na homeostase redox no tecido pulmonar, ventriculo
direito, aorta e figado durante a progressado da isquemia do miocardio para

insuficiéncia cardiaca em ratos Wistar com 60 dias de vida. Adicionalmente,
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mensurar o impacto benéfico da administracdo do pterostilbeno como uma

forma terapéutica alternativa.

6.1 Objetivos especificos:

Avaliar o efeito do pterostilbeno sobre os seguintes marcadores de:
- Ecocardiograficos para identificar a condi¢gao de infarto do miocardio.

- Aspectos morfométricos dos ventriculos direito e esquerdo, assim como do

pulmao.
- Peroxidacéo lipidica e antioxidantes enzimaticos entre os grupos.

- Estresse oxidativo, mediante avaliagao da razao da glutationas oxidada e

reduzida entre os grupos.

- A expressdo proteica de Nrf2, oxido nitrico sintase (NOS) e xantina
oxidase por Western Blot entre os grupos.

- A atividade da NADPH oxidase e da NOS total entre os grupos.

7. Analise Estatistica

Para avaliar a distribuicdo normal dos resultados foi utilizado o teste de
Shapiro-Wilk. Teste paramétrico ANOVA de uma via sera utilizado para
comparagao entre os grupos.

O teste de Tukey foi realizado para detectar diferengas entre os grupos.
Diferencas seréo consideradas significativas quando p<0,05. Os resultados
serdo expressos com a médiat DP. Os dados serdo analisados usando o

programa Sigma Stat (Jandel Scientific Co,v.11.0, San Jose, Ca, EUA).
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8. Material e Métodos

8.1 Produtos quimicos

O pterostiibeno e a ciclodextrina formam produzidos pela Changsha
Organic Herb, China, e Roquette Freres, Franga, respectivamente. O
pterostilbeno foi complexado com hidroxipropil- (B-ciclodextrina para aumentar
sua solubilidade em agua. Um estudo de Lacerda e colaboradores descreve a
tecnologia farmacéutica usada para desenvolver a formulagdo de

pterostilbeno+ciclodextrina®.

8.2 Aspectos Eticos

Os estudos com animais sdo regulamentados pela Lei n°® 11.794, de 8
de outubro de 2008 (Lei Arouca) que estabelece procedimentos para o uso
cientifico de animais e pelas diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA. A experimentagdo animal
iniciou-se apods aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. (CEUA-UFRGS # 35451).

8.3 Origem dos animais

Apo6s aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRGS
(CEUA — UFRGS) foram requisitados ratos Wistar adultos machos com
aproximadamente 60 dias de vida originarios do Centro de Reproducéo e
Experimentagcédo de Animais de Laboratério (CREAL — UFRGS).



8.4 Desenho experimental e grupos experimentais

O experimento foi realizado seguindo o desenho experimental da figura 10.
Apds a cirurgia os ratos foram alocados nos seguintes grupos: controle
designado SHAM (6 animais); infartado designado MI (5 animais); infartado e
tratado com pterostilbeno complexado com ciclodextrina (100 mg/kg/peso)®,
designado MI+PS (6 animais). O tratamento com pterostilbeno foi realizado
uma vez ao dia através de gavagem por 8 dias até o final do protocolo. No
grupo SHAM e MI foram administrados uma solugéo aquosa contendo somente
ciclodextrina por gavagem. A dose foi determinada previamente através de

curva de dose utilizando concentracdes de 0-25-50 e 100 mg/kg/peso?.

Desenho Experimental

Ratos Wistar machos (divididos 3 grupos)

ecocardiograma

dia dia

Ligadura da coronaria Tratamento com pterostilbeno porgavagem Eutandsia e
descendente anterior=infarto pterostilbeno+ciclodextrina retirada dos rgdos

A N

Grupo SHAM realiza cirurgia

semiligedirdemsie in Grupo SHAM e Ml recebe veiculo aquoso com ciclodextrina

Figura 10. Esquema representativo do desenho experimental.

O tamanho da amostra utilizado neste trabalho foi calculado baseando-se
em estudos prévios realizados pelo nosso laboratério e também em dados da
literatura, os quais encontraram uma mortalidade pés-infarto de cerca de 10%
dos animais nas primeiras 24 horas do periodo pés-cirurgico (Lacerda e

colaboradores, 2018)%.
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8.5 Modelo de IAM pela oclusédo da coronaria descendente anterior

O modelo de infarto do miocardio experimental em ratos, pela oclusao da
coronaria descendente anterior foi descrito inicialmente por Heimburger em
1946. Com o passar dos anos, a técnica foi modificada progressivamente por
Johns e Olson em 1954 e Seyle e cols. em 1960 e no inicio da década de
1980, 0 método foi introduzido no Brasil®®.

Para isso, os animais foram mantidos anestesiados com quetamina (90
mg/kg) intraperitoneal e com volume de 0,45 ml para rato de 250g e xilazina
(10 mg/kg), intraperitoneal e com volume de 0,12 ml para rato de 250g
simultaneamente, conforme resolugdo normativa do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagcdo Animal, 2016. Em seguida foi realizada
toracotomia para acessar o coragao conforme técnica cirurgica e realizado o
infarto por oclusdo coronariana. Logo apods, os animais foram retirados da
ventilagcao artificial e foi estimulada a sua respiragcao espontanea. Os mesmo
receberam 30.000 Ul de benzilpenilicina benzatina (Penretard, Cibran, Tangua,
RJ, Brasil, intramuscular, inje¢ao unica) e foram tratados por trés dias com o
analgésico Flunixina (2,5mg/kg, intramuscular, uma injecdo diaria) visando
minimizar a dor e o desconforto no periodo pos-operatorio. Apds isso, foram

colocados em ambiente aquecido para recuperagao.

Os animais dos grupos SHAM foram submetidos a cirurgia a qual consistiu
dos mesmos procedimentos cirurgicos, com exce¢ao da ocluséao coronariana®®.
O infarto do miocardio cirurgico e a administracdo do pterostilbeno
(complexado com ciclodextrina) foram realizados de acordo com estudos
anteriores do nosso grupo. A taxa de mortalidade durante o procedimento de

cirurgia de infarto foi de 10%.
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Figura 11. Cirurgia de ligadura da artéria descendente anterior.

Fetirado e adaptado de Zornoff e colaboradores, 2009,

8.6 Tratamento com pterostilbeno

ApOs avaliagdo do ecocardiograma comegou o tratamento com
pterostilbeno. Foi administrado por gavagem ao grupo MI+PS solugdo de
pterostilbeno complexado a ciclodextrina 100mg/kg/peso por 8 dias preparagao
conforme descrito por Lacerda e colaboradores®. No grupo SHAM e MI foram
administrados uma solugdo aquosa contendo somente ciclodextrina por

gavagem.

8.7 Avaliagao ecocardiografica

Os animais foram submetidos a avaliagao funcional por ecocardiografia,
para avaliagdo da area do infarto do miocardio apds a cirurgia. As analises
ecocardiograficas (catorze dias apds o infarto) foram realizadas com o sistema
Envisor Philips (Andover, MA, USA) com transdutor de alta frequéncia e alta
resolucdo (12-3 MHz), e um operador treinado com experiéncia em

ecocardiografia capturou as imagensss.
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Os animais foram anestesiados (ketamina 90 mg/kg; xilazina 20 mg/kg,
i.p.) e colocados em decubito lateral para obtencdo das imagens. As imagens
do ventriculo esquerdo (LV) foram avaliadas em trés planos: basal, médio e
apical. As fragbes de encurtamento do ventriculo (FS) foram obtidas utilizando
a seguinte equacéao: LVFS=DD-SD/DDx100 (diametro diastélico — DD; diametro
sistélico SD). O volume sistdlico final do ventriculo esquerdo (ESV) e o volume
diastolico final (EDV) foram medidos conforme descrito previamente *3°. O
débito sistdlico (SO) foi calculado como SO=EDV-ESV*. Em cada plano
transverso ecocardiografico (basal, médio e apical) o arco correspondente aos
segmentos infartados (regides ou segmentos do miocardio mostrando uma das
seguintes alteragdes na cinética cardiaca: acinesia do movimento sistélico e/ou

regido com hipocinesia — RAH) indicam o perimetro infartado 3¢°.

8.8 Tecidos retirados e analises realizadas

Apods a eutanasia dos animais, foi realizado o procedimento de retirada dos
orgaos, identificagdo e congelamento dos tecidos de interesse ao estudo, para
posteriores analises morfométricas e de estresse oxidativo (Quadro 1). O
congelamento inicial foi realizado de maneira instantdnea com nitrogénio
liquido, logo apds, mantidos no freezer a temperatura — 80 °C, sendo
descongelados pequenas amostras destes tecidos quando realizados as
analises propostas.
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Quadro 1. Tecidos retirados e analises realizadas
VENTRICULOS

Tecidos VD VE |PULMAO |AORTA |FIGADO
a) Analises ecocardiograficas

b) Analises morfométricas X X X
c) Avaliacio do estresse oxidativo:
Espécies reativas totais — (ROS) X
Peroxidacao lipidica — (TBARS)
Superdéxido dismutase — (SOD)
Catalase — (CAT)
Glutationa peroxidase — (GPx)
Glutationa —S—transferase (GST) X
NADPH oxidase X X
Oxido nitrico sintase — NO sintase X
— Sistemas das glutationas
Grupos sulfidrilas — (SH) X
Glutationa totais
Glutationa oxidada — (GSSG)
Glutationa reduzida — (GSH)

Relacdo GSSG/GSH
d) Expressao proteica
(Western Blot)

Imunodeteccio Nrf2 X
Imunodeteccao xantina oxidase X X
e) Dosagens complementares
Proteinas totais X X X X
Dosagem de hemoglobina X

X | X [ X [ X |X

X X [X (X X

8.9 Analises morfométricas do ventriculo direito, esquerdo e pulmbdes

Os pulmobes, ventriculos direito e esquerdo foram utilizados para medidas
morfométricas e bioquimicas®®. O pulmao esquerdo foi utilizado para
determinar a razdo pulmao/peso corporal, a fim de avaliar a congestdo
pulmonar. E para realizar os indices de hipertrofia dos ventriculos direito e
esquerdo, foram calculados as razdes ventriculo/peso corporal e

ventriculo/comprimento da tibia®’.



41

8.10 Preparagédo do homogeinizado do pulmao e ventriculo direito

O pulméo direito foi preparado para analise de estresse oxidativo para
espécies reativas de oxigénio total, peroxidagédo lipidica, glutationa total,
glutationa reduzida, concentragao de tiol, atividade de enzimas antioxidantes e
expressao da proteina Nrf2.

O ventriculo direito foi homogeneizado para avaliar as atividades da NADPH
oxidase e do Oxido nitrico sintase, os niveis de sulfidrilas e imunoconteudo da

xantina oxidase.

8.11 Preparagdo do homogeneizado da aorta e do figado

A aorta foi preparada para analise de estresse oxidativo para espécies
reativas de oxigénio total, os niveis de sulfidrilas, a atividade de NADPH
oxidase, a atividade do 6xido nitrico sintase e imunoconteudo da xantina
oxidase. O figado foi homogeneizado para avaliar as espécies reativas de
oxigénio total, peroxidagéo lipidica, atividade da glutationa transferase e niveis

do sulfidrilas.

8.12 Avaliacdo do estresse oxidativo

No tecido pulmonar, a concentragcao de espécies reativas de oxigénio totais
(ROS Total) foi determinada pelo método de fluorescéncia através da reagao
com diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich, EUA). Os
dados foram demonstrados em pmol/mg de proteina*®. A peroxidacao lipidica
foi medida pela reacdo de produtos de oxidagao com as substancias reativas

ao acido tiobarbiturico (TBARS), gerando um composto colorido, cuja



42

absorbancia foi lida a 535 nm. Os resultados foram representados como

nmol/mg de proteina®®.

8.13 Atividade da NADPH Oxidase

A atividade da enzima NADPH oxidase foi realizada por ensaio
espectrofométrico, através da avaliagdo do consumo de NADPH a 340 nm®'.
Os dados foram mostrados como nanomoles de NADPH por minuto por

miligrama de proteina (nmol/min/mg de proteina).

8.14 Determinacao de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos

A atividade da superéxido dismutase (SOD) foi determinada através da
inibicdo da auto-oxidacado do pirogalol, e os resultados foram expressos como
unidades SOD/mg de proteinas®®. A avaliacdo da atividade da catalase (CAT)
foi baseada no consumo de peroxido de hidrogénio e o decaimento da
absorbancia foi observado a 240 nm®. Os dados foram expressos como
proteina pmol/min.mg.

A atividade da glutationa peroxidase (Gpx) foi estimada a partir da oxidagao
do NADPH, que foi acoplada a reacédo de reciclagem da GSSG para GSH,
avaliada a 340 nm. Os valores foram demonstrados como nmol/mg de
proteinas®.

A atividade da glutationa-S-transferase (GST), dosada nos homogeinizados
do figado dos grupos, foi determinada segundo o método de Habig e
colaboradores, usando 1-cloro-2, 4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato®.
As concentragbes da GST foi expressa como pmol/min/mg de proteina. A
concentracao de proteina foi medida pelo método de Lowry56.

A quantidade de grupos sulfidrila total, no tecido pulmonar e ventriculo direito

foram determinados de acordo com Sedlak e Lindsay, através da reacao do
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grupo tiol com DTNB. A concentragdo de grupos sulfidrila total foi expressa
como nmol TNB /mg de proteina®®. A concentracéo de proteina foi medida pelo
método de Lowry °°.

Os niveis de glutationa total e glutationa oxidada (GSSG) foram
determinados pelo método proposto por Akerboom e Sies, onde ocorre a
reducdo de 5,5-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) pelo fosfato de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH) catalisado pela glutationa
redutase®. Na dosagem da glutationa oxidada, o sobrenadante da amostra foi
neutralizado com hidroxido de potassio (2mol/L) e inibido pela adigdo de N-
etilmaleinida (5 pmol/L), posteriormente lido em filtro de 420 nm de
absorbancia. Os valores da glutationa reduzida (GSH) foram determinados a
partir da diferenga entre a glutationa total e a glutationa oxidada. Os dados

foram mostrados como pmol/min/mg de tecido *°.

8.15 Atividade da enzima 6xido nitrico sintase

A atividade da enzima oOxido nitrico sintase foi avaliada medido a conversao
da oxihemoglobina (HbO;) em metemoglobina, induzida pela presenga de

6xido nitrico®. Os valores foram expressos como proteina nmol NO/min.mg.

8.16 Analise da expressao proteica do Nrf2 e xantina oxidase

Os imunoconteudos da Nrf2 e xantina oxidase foram determinados por
Western Blot, corforme descrito por de Castro e colaboradores®. As
membranas foram processadas para imunodeteccdo utilizando anticorpos
primarios (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) para Nrf2 (57 kDa)
e xantina oxidase (150 kDa). Para detectar os anticorpos primarios foram
utilizados anticorpos secundarios de acordo com a origem dos anticorpos
primarios que podem ser (“anti-rabbit’, “anti-mouse” ou “anti-goat”). Neste
trabalho utilizamos anticorpo secundario “anti-rabbit”, conjugados com

peroxidase”.
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As membranas foram reveladas por quimioluminescéncia. As
autorradiografias geradas foram medidas usando um programa densitdmetro
(Imagemaster VDS CI, Amersham Biosciences Europe, IT). As bandas de
pesos moleculares Nrf2 e xantina oxidase foram determinadas como referéncia
um marcador de peso molecular padrédo (RPN 800 arco-iris gama completa
Rad, CA, EUA). Os resultados foram normalizados pelo método de vermelho

de Ponceau®®.

8.17 Descarte de materiais biolégicos e quimicos

Residuos bioldgicos foram identificados e acondicionados em sacos brancos
assim como as carcagas de animais mortos, entdo guardados em freezer
especifico para acondicionamento de carcagas. Com dia marcado, os sacos
brancos sdo levados para os tonéis da empresa especializada no servico de
coleta de materiais biolégico da UFRGS que faz o recolhimento desses
descartes.

Os materiais toxicos foram usados na capela e encaminhados para o Centro
de Gestdo e Tratamento de Residuos Quimicos da UFRGS para sua correta
eliminagao. Todos os procedimentos com animais e analises posteriores foram
realizados com uso de avental e luvas cirurgicas respeitando os cuidados tanto

para 0s animais como para os pesquisadores.

9. Resultados

9.1 Avaliagéo ecocardiografica do ventriculo esquerdo

Dados das ecocardiografias avaliando os parametros morfolégicos do
ventriculo esquerdo, ambos os grupos infartados apresentaram aumento no
volume sistdlico final e diastdlico final em comparagdo com os animais SHAM,
indicando dilatacdo ventricular. No entanto, os animais MI+PS apresentaram

um aumento menor no volume sistolico final em relagdo ao MI. O débito
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sistélico e a frequéncia cardiaca ndo foram diferentes entre os grupos. O
encurtamento fracionario do ventriculo esquerdo, que € um parédmetro da
contratilidade, diminuiu em ambos os grupos infartados em relagdo aos animais
SHAM, indicando piora da funcao sistdlica dessa camara e a administracao de
pterostilbeno n&o foi eficaz para melhorar esse parametro. Em relagdo ao
perimetro infartado, ndo houve diferengca em relacéo a esse parametro entre os
grupos Ml e MI+PS (Tabela 1).

Tabela1. Avaliagao ecocardiografica do ventriculo esquerdo.

SHAM (n=6) MI (n=5) MI+PS (n=6)
LVESV (ml) 0.08+0.05 0.46+0.15° 0.32+0.06 2°
LVEDV (ml) 0.29+0.09 0.68+0.14 ® 0.57+0.06 @
Volume sistélico (ml) 0.21+0.04 0.22+0.03 0.24+0.04
Frequéncia cardiaca (b.p.m) 249116 242+15 237127
Fragao de ejegao (%) 51.545.4 15.8+1.7 @ 17.0£2.9 2
Perimetro do infarto (cm) ——— 1.81+0.45 1.60+0.22

Dados expressos: média + desvio padrao. Teste de Tukey foi realizado para detectar diferencas
os grupos. ? representa diferenga em relacdo ao grupo SHAM p<0,05; ° representa diferenga
relagdo ao grupo Ml p<0,05. LVESV = volume sistdlico final do VE. LVEDV = volume diastdlico
final do VE.

9.2 Analises morfométricas do pulmao, ventriculo direito e esquerdo

Foram aferidos os dados morfométricos dos pulmdes e ventriculos (direito e
esquerdo) conforme descrito na tabela 2.

Em termos de congestdo pulmonar, os ratos infartados do grupo M,
apresentaram um aumento neste parametro em comparagdo com 0s animais
SHAM (p<0,05). Os ratos infartados tratados com pterostilbeno, grupo MI+PS,
nao apresentaram congestdo pulmonar, quando comparado com O grupo
SHAM.

O peso dos ventriculos ndo apresentou diferencas entre os grupos

experimentais (SHAM, MI, MI+PS). Da mesma forma, ndo houve alteragdes
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nos indices de hipertrofia dos ventriculos, esquerdo e direito. Esses indices

podem ser obtidos de maneira direta, através da relagdo massa do ventriculo/

peso do animal ou de maneira indireta, massa do ventriculo /tamanho da tibia.

Tabela 2. Resultados morfométricos dos pulmoes e ventriculos direito e

esquerdo.
SHAM (n=6) MI (n=5) MI+PS (n=6)

Pulmao/peso corpo (g/g) 4.01+£0.99 5.99+0.44 @ 5.24+1.21
Ventriculo Direito — VD (g) 0.17+0.037 0.20+0.02 0.24+0.07
VD/tamanho tibia (g/cm) 0.48+0.09 0.57+0.07 0.66+0.19
VD/peso do corpo (mg/g) 0.50+0.11 0.60+0.04 0.70+0.23
Ventriculo Esquerdo — VE (g) 0.75+0.06 0.75+0.08 0.73+0.07
VE/tamanho tibia (g/cm) 2.05+0.19 2.09+0.22 2.00+0.18
VE/peso do corpo (mg/q) 2.15+0.24 2.21+0.22 2.11+0.15

Dados expressos: média + desvio padrdo. Teste de Tukey foi realizado para detectar
diferencas entre os grupos. ° representa diferenga em relagédo ao grupo SHAM p<0,05. VD
= ventriculo direito VE = ventriculo esquerdo

9.3 Papel do estresse oxidativo no tecido pulmonar de animais infartados e o

impacto do tratamento com pterostilbeno

As analises do estresse oxidativo pulmonar apontaram um aumento das
espécies reativas de oxigénio totais do grupo infartado tratado com
pterostilbeno (MI+PS) em comparagdo aos grupos, infartado (MI) e controle
(SHAM) (p<0,05; valores estatisticos p=0,048, F=8,008 e R quadrado=0,5336)
(Figura 12A). No entanto, nao foram observadas diferencas entre os grupos Mi
e SHAM.

Embora espécies reativas de oxigénio totais estivessem aumentadas no
grupo MI+PS, a peroxidagdo lipidica ficou diminuida nos pulmdes desses
animais comparados com o grupo infartado — MI (p<0,05; valores estatisticos

p=0,0273 F=4,712 e R quadrado=0,4023) (Figura 12B).
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Figura 12. Avaliacao do estresse oxidativo pulmonar de animais submetidos ao infarto do
miocardio que receberam injecdo de pterostilbeno ou ciclodextrina durante 8 dias.

A)Concentracdo de espécies reativas de oxigénio totais. B) Peroxidacdo lipidica.

Dados expressos: média = desvio padrdo. Teste de Tukey foi realizado para detectar diferencas

a b

entre os grupos. © representa diferenca em relagdo ao grupo SHAM p<0,05.
diferenga em relagao ao grupo Ml p<0,05.

A seguir temos os resultados da atividade da enzimas superéxido dismutase
(SOD) catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e do grupo sulfidrilas totais
(-SH) no tecido pulmonar. Na figura 13A, a atividade da SOD foi reduzida no
grupo infartado — MI comparado com o grupo controle — SHAM. No entanto,
essa atividade foi recuperada pela administracdo do pterostilbeno (p<0,05;
valores estatisticos p=0,0274 F=4,704 e R quadrado=0,4732).

A catalase (CAT) (Figura 13B), teve atividade aumentada no grupo
infartado tratado com pterostilbeno (Ml) em relagdo ao SHAM e também em
relacdo ao grupo infartado (MI) (p<0,05; valores estatisticos p=0,0056 F=7,674
e R quadrado=0,5230). Tanto a atividade da glutationa peroxidase (GPx)
quanto os niveis de sulfidrilas totais (SH), no entanto, ndo mudaram entre os

grupos (Figuras 13C e 13D, respectivamente).

representa
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Figural3. Avaliacdo da atividade antioxidante pulmonar de animais submetidos ao
infarto do miocardio que receberam injecdo de pterostilbeno ou ciclodextrina
durante 8 dias. A)Atividade da superoxido dismutase. B)Atividade da catalase.
C)Atividade da glutationa peroxidase. D)Sulfidrilas totais.

Dados expressos: média + desvio padrdo. Teste de Tukey foi realizado para detectar

diferencas entre os grupos. @ representa diferenca em relacdo ao grupo SHAM

p<0,05. b representa diferenga em relagao ao grupo Ml p<0,05.

Em termos de defesas antioxidantes ndo-enzimaticas, ndo houve diferencas
significativas no grupo infartado (MIl) com relag&o ao grupo SHAM nos niveis de
glutationa reduzida (GSH). No entanto, em relacdo a este parémetro, o
pterostilbeno demonstrou um efeito positivo nos pulmdes dos grupos de
animais tratados (MI+PS) conforme dados expressos na tabela 3 (p<0,05).

Mesmo assim, os niveis de glutationa oxidada (GSSG) e a proporgéo
GSH/glutationa total e ndo apresentaram diferengas entre todos os grupos

experimentais.
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Tabela 3. Parametros redox nos pulmoes.

SHAM (n=5)  MI (n=5) MI+PS (n=6)
GSH 0.7940.07  0.67+0.05 0.86+0.14 °
GSSG 0.24+0.09 0.46+0.20 0.36+0.14
Glutationas totais 1.27+0.13 1.40+0.22 1.55+0.33
GSH/glutationas totais 0.63+0.11 0.49+0.12 0.57+0.15

Dados expressos: média + desvio padrdo. Teste de Tukey foi realizado para
detectar diferengas entre os grupos. b representa diferenca em relagao ao grupo
MI p<0,05. GSH = glutationa reduzida GSSG = glutationa oxidada (unidade =
Mmol/min/mg tecido).

Com relagéao a expressao do Nrf2, cuja imunodetecgao foi realizada por
western blot, o tratamento com pterostilbeno, grupo MI+PS, promoveu aumento
significativo na expressédo da proteina Nrf2 comparado com o grupo infartado
(MI) (p<0,05). Nao foi encontrada diferenga entre o grupo SHAM e infartado
(MI) (Figura 14).

SHAM MI MI+PS
NRF2 — - — 57KDa

Ponceau red
B - -—
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B O
o O O

Nrf2 densidade normalizada
8

0

SHAM M MI+PS
Figurald. Imunoconteudo da proteina Nfr2 no tecido pulmonar de

animais submetidos ao infarto do miocardio que receberam injecdo de
pterostilbeno ou ciclodextrina durante 8 dias.

As densidades foram mensuradas por Western blot e normalizadas
pela densidade do Ponceau red.  representa diferenca em relagdo ao
grupo Ml p<0,05.
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9.4 Papel do estresse oxidativo no ventriculo direito de animais infartados e

o impacto do tratamento com pterostilbeno

As espécies reativas de oxigénio totais foram quantificadas no ventriculo
direito e ndo apresentaram diferengas entre os grupos (SHAM, Ml e MI+PS)
(Figura1b).
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Figura 15. Concentragdo de espécies reativas de oxigénio
totais no ventriculo direito de animais submetidos ao
infarto do miocardio que receberam injecdo de
pterostilbeno ou ciclodextrina por 8 dias.

Dados expressos: média + desvio padrdo. Teste de Tukey
foi realizado para detectar diferengas entre os grupos.

Com relacédo a concentracdo de sulfidrilas (grupo tiol relevante como
antioxidante ndo enzimatico) diminuiu no grupo infartado (MI) (p<0,05); no
entanto, recuperou completamente no grupo infartado tratado com
pterostilbeno (p<0,05; valores estatisticos p=0,0554 F=3,584 e R
quadrado=0,3386) (Figura 16).
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Figurale. Grupo sulfidrilas no ventriculo direito de animais
submetidos ao infarto do miocardio que receberam injec3o de
pterostilbeno ou ciclodextrina durante 8 dias.

Dados expressos: média + desvio padrdao. Teste de Tukey foi
realizado para detectar diferencas entre os grupos. @ representa
diferenca em relagao ao grupo SHAM p<0,05. : representa diferenca
em relagdo ao grupo Ml p<0,05.

A atividade da NADPH oxidase aumentou no grupo infartado em relagéo ao
grupo SHAM (p<0,05), porém apods tratamento o grupo infartado que utilizou
pterostilbeno (MI+PS) diminuiu a atividade da NADPH oxidase (p<0,05; valores
estatisticos p=0,0074 F=7,108 e R quadrado=0,5038) (Figura17).

'E' 2.5- a
00
“ 8 20-
g 5 b
) 1.54
T E T
[+ 8 'E -
g £ 104 l
5 0.54
0.0

SHAM M MI+PS

Figura 17. Atividade da NADPH oxidase no ventriculo direito de
animais submetidos ao infarto do miocardio que receberam
injecao de pterostilbeno ou ciclodextrina durante 8 dias.

Dados expressos: média + desvio padrdo. Teste de Tukey foi
realizado para detectar diferencas entre os grupos. ? representa
diferenca em relagdao ao grupo SHAM p<0,05. 0 representa
diferenca em relagao ao grupo Ml p<0,05.
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O grupo infartado n&o tratado apresentou reduzida atividade da enzima
oxido nitrico sintase (NOS), comparado ao grupo SHAM (p<0,05; valores
estatisticos p=0,0192 F=5,316 e R quadradro=0,4316) (Figura 18). Ja o grupo
tratado MI+PS nao apresentou nenhuma mudancga na atividade da NOS em

comparagao grupos SHAM e ao MI.
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Figura 18. Atividade da oxido nitrico sintase no ventriculo direito
de animais submetidos ao infarto do miocardio que receberam
injecao de pterostilbeno ou ciclodextrina durante 8 dias.

Dados expressos: média + desvio padrdo. Teste de Tukey foi
realizado para detectar diferencas entre os grupos. @ representa
diferenca em relagao ao grupo SHAM p<0,05.

A imunodetecgdo da proteina xantina oxidase do ventriculo direito foi
realizada nos grupos por western blot. O grupo infartado teve um aumento da
expressdo da xantina oxidase em relagdgo ao grupo SHAM (p<0,05), no
ventriculo direto. (Figura 19). Entretanto, o tratamento com pterostilbeno
(MI+PS) apresentou um resultado intermediario, pois o imunoconteudo da
xantina oxidase foi similar ndo somente ao grupo SHAM, mas também ao

grupo infartado.
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Figural9. Imunoconteudo da proteina xantina oxidase no ventriculo
direito de animais submetidos ao infarto do miocardio que
receberam injec3o de pterostilbeno ou ciclodextrina durante 8 dias.
As densidades foram mensuradas por Western blot e normalizadas
pela densidade do Ponceau red.? representa diferenca em relagao
ao grupo SHAM p<0,05.

9.5 Alteragdes das concentracbes das espécies reativas e sua producio
pela NADPH oxidase na Aorta

As espécies reativas de oxigénio totais na aorta foram mensuradas e nao

apresentaram diferengas entre os grupos (SHAM, Ml e MI+PS) (Figura 20).
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Figura 20. Concentracdo de espécies reativas de oxigénio totais
na artéria aorta de animais submetidos ao infarto do miocardio
que receberam injecao de pterostilbeno ou ciclodextrina
durante 8 dias.

Dados expressos: média + desvio padrdo. Teste de Tukey foi
realizado para detectar diferencas entre os grupos.

Ao analisarmos a atividade da NADPH oxidase no tecido aortico, verificou-se
diferenca entre o grupo infartado comparado ao SHAM (p<0,05), assim como
diferenca em relagdo ao grupo infartado tratado com pterostilbeno (p<0,05;
valores estatisticos p<0,001 F=30,38 e R quadrado=0,8237) (Figura 21).
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Figura 21. Atividade da NADPH oxidase na artéria
aorta de animais submetidos ao infarto do
miocardio que receberam injec3o de pterostilbeno
ou ciclodextrina durante 8 dias.

Dados expressos: média + desvio padrdo. Teste de
Tukey foi realizado para detectar diferengas entre os
grupos. @ representa diferenca em relagdo ao grupo
SHAM p<0,05. © representa diferenca em relacdo ao
grupo Ml p<0,05.

A atividade da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), no tecido da artéria aorta,
néo apresentaram diferengas entre os grupos (SHAM, M| e MI+PS) (Figura22).
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Figura 22. Atividade da oxido nitrico sintase
(NOS) na artéria aorta de animais submetidos ao
infarto do miocardio que receberam injecao de
pterostilbeno ou ciclodextrina durante 8 dias.
Dados expressos: média + desvio padrdo. Teste
de Tukey foi realizado para detectar diferencas
entre os grupos.
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Com relacdo a concentracdo de sulfidrilas no tecido aodrtico, tivemos
diferengca somente no grupo tratado com pterostilbeno (MI+PS) em relagéo ao
grupo controle SHAM (p<0,05; dados estatisticos p=0,0492 F=3,991 e R
quadradro=0,4339) (Figura 23).
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Figura 23. Grupos sulfidrilas na artéria aorta de
animais submetidos ao infarto do miocardio que
receberam injecao de pterostilbeno ou ciclodextrina
durante 8 dias.

Dados expressos: média = desvio padrao. Teste de
Tukey foi realizado para detectar diferengas entre os
grupos. © representa diferenca em relag3o ao grupo
MI p<0,05.

A imunodetecgéo da proteina xantina oxidase na aorta foi realizada nos
grupos por western blot. O grupo infartado e tratado com pterostilbeno teve um
decréscimo na expressado da xantina oxidase em relagdo ao grupo infartado —
MI (p<0,05) (Figura 24).
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Figura 24. Imunoconteudo da proteina xantina oxidase na artéria
aorta de animais submetidos ao infarto do miocardio que
receberam injecao de pterostilbeno ou ciclodextrina durante 8 dias.
As densidades foram mensuradas por Western blot e normalizadas
pela densidade do Ponceau red. ® representa diferenca em relacio
ao grupo MI p<0,05.

9.6 Figado: implicagdes sobre parametros do estresse oxidativo e impacto
do tratamento com pterostilbeno

Dosamos as espécies reativas de oxigénio totais no figado e néo

encontramos diferengas entre os grupos (SHAM, Ml e MI+PS) (Figura 25).
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Figura 25. Concentragdo de espécies reativas de oxigénio
totais no figado de animais submetidos ao infarto do
miocardio que receberam injec3o de pterostilbeno ou
ciclodextrina durante 8 dias.

Dados expressos: média + desvio padrdo. Teste de Tukey
foi realizado para detectar diferencgas entre os grupos.

Nao houve diferengas significativas entre os grupos (SHAM, Ml e MI+PS),

das concentragdes de grupos sulfidrilas no tecido hepatico (Figura 26).
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Figura 26. Grupos sulfidrilas no figado de animais
submetidos ao infarto do miocardio que receberam
injecdo de pterostilbeno ou ciclodextrina durante 8
dias.

Dados expressos: média + desvio padrdo. Teste de
Tukey foi realizado para detectar diferencas entre os
grupos.
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Dosamos também a enzima glutationa-S-transferase no tecido hepatico. E
também nao verificamos diferencas entre os grupos (SHAM, Ml e MI+PS)
(Figura 27).
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Figura 27. Atividade da glutationa-S-transferase no
figado de animais submetidos ao infarto do miocardio
que receberam injecao de pterostilbeno ou ciclodextrina
durante 8dias.

Dados expressos: média + desvio padrdo. Teste de
Tukey foi realizado para detectar diferengas entre os
grupos.

Com relacédo a peroxidagao lipidica no figado ndo encontramos diferengas
entre os grupos (SHAM, Ml e MI+PS) (Figura 28).
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Figura 28. Peroxidacao lipidica no figado de animais
submetidos ao infarto do miocardio que receberam
injecao de pterostilbeno ou ciclodextrinadurante 8dias.

Dados expressos: média + desvio padrao. Teste de Tukey
foi realizado para detectar diferencas entre os grupos.
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10. Discussao

Os dados da literatura que associam o impacto do infarto do miocardio com
disfuncdo pulmonar e dano no ventriculo direito ou dano hepatocelular ainda
sdo escassos. A vasculatura pulmonar pode sofrer uma forte influéncia do
remodelamento bioquimico e estrutural induzido pelo infarto, levando ao
estabelecimento de alteracbes circulatdrias, como hipertensdo arterial
pulmonar secundaria®. Por outro lado, a lesdo da circulacdo pulmonar leva a
consequéncias adversas no ventriculo direito, com o aumento da pds-carga da
camara®. Consequentemente, o infarto provoca alteragdes hemodinamicas no
ventriculo direito, levando a um remodelamento nao adaptativo. Nesse
contexto, o estresse oxidativo desempenha um papel critico como mediador de
danos celulares no pulméo e no préprio ventriculo direito. Assim, 0 aumento na

resposta antioxidante pode ser uma estratégia para evitar esse dano.

Avaliando a morfologia e fungdo do ventriculo esquerdo apds o infarto,
ambos os grupos infartados mostraram dilatagdo cardiaca, como demonstrado
pelo aumento dos volumes cardiacos e comprometimento da contratilidade,
pela diminuicdo da fracdo de encurtamento. A administragdo de pterostilbeno,
no entanto, promoveu um aumento menor no volume sistdlico final, uma vez
que esse parametro foi diferente entre os grupos MI+PS e MI. Luz de Castro e
colaboradores® encontraram em seu estudo uma melhora no paramétro do
volume sistdlico final, indicando uma reducdo do volume residual ventricular
pela administracdo dos hormdnios da tiredide T3/T4. Devido esse fato, os
animais apresentaram melhores condi¢cbes hemodinamicas apesar do infarto
do miocardio. Em nosso estudo, consideramos esse resultado positivo, pois o
aumento do volume sistélico final pode estar relacionado ao desenvolvimento
de congestao pulmonar. De fato, nos animais do grupo MI+PS, o pterostilbeno

impediu a congestdo pulmonar.

O perimetro infartado nado foi diferente entre os grupos Ml e MI+PS,
demonstrando homogeneidade da lesédo cardiaca entre esses grupos. Quantos
os parametros morfométricos, nem o ventriculo direito e nem o ventriculo

esquerdo apresentaram hipertrofia. Esses resultados podem estar relacionados
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ao fato de que os animais foram avaliados apenas 14 dias apds o infarto.
Nesse periodo, um estudo anterior do nosso grupo de trabalho, também néo

encontrou nenhuma diferenca nestes parémetrosee.

O pulm&o é o orgdo mais afetado pela insuficiéncia cardiaca e a disfungéo
pulmonar € um fator chave para mau resultado clinico em pacientes
infartados®’. Hichka e colaboradores demonstraram que ha uma intensificacao
do estresse oxidativo no tecido pulmonar apos infarto do miocardio®®. No
entanto, no nosso estudo os niveis totais de espécies reativas de oxigénio no
grupo infartado nao sofreram alteragdes. Todavia, no nosso estudo o grupo Mi
mostrou um aumento da peroxidagao lipidica, indicando dano oxidativo no
pulm&o. Por outro lado, os pulmdes do grupo MI+PS mostraram aumento nos
niveis de ROS totais. Treml e colaboradores demonstraram o papel dos
estilbenos para induzir a producdo de EROs in vitro®®, corroborando com os
dados do presente estudo. No entanto diferentemente dos animais infartados, o
grupo MI+PS mostrou uma reducg&o na peroxidagéo lipidica onde foi observado
um decréscimo nos niveis de TBARS nesses animais. Em vista disso, uma
hipétese possivel € que esse aumento nos niveis de ROS totais causada pela
administracdo do pterostilbeno pode representar uma condi¢cado de hormese’®,
que leva a um aumento nas defesas antioxidantes, induzido pela elevacao
prévia das espécies reativas, prevenindo a peroxidacio lipidica. De fato, em
estudos anteriores com outros compostos que apresentam efeitos pro-
oxidantes, como o sulforafano, ja descreveram esse mecanismo protetor de

estimulacdo do sistema antioxidante’".

O tratamento com pterostilbeno pode provocar uma adaptagao contra niveis
aumentados de espécies reativas de oxigénio através de alteragdes oxidativas
celulares na SOD e na CAT, que sao duas enzimas importantes que pertencem
a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo®. Em nosso estudo,
reducao da atividade da SOD no pulmao do grupo infartado M| sugere uma
protecao deficiente contra o radical anion superoéxido, o que poderia causar um
aumento no estresse oxidativo nos estagios posteriores do infarto do
miocardio’?. Por outro lado, o tratamento com pterostilbeno recuperou a
atividade da SOD no grupo MI+PS, demonstrando seu efeito protetor na

homeostase redox. Como consequéncia da reagao da dismutacdo, o peroxido
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de hidrogénio pode ser metabolizado pela catalase, que apresenta uma
constante de Michaelis-Menten elevada, permitindo uma atividade
desintoxicante em altos niveis de peroxido de hidrogéni09'73. Em relacéo a isso,
nossos resultados mostraram um aumento da atividade da CAT no tecido
pulmonar do grupo MI+PS. O peréxido de hidrogénio pode reagir com metais,
como o ferro, e produzir radicais hidroxila™, esse aumento da catalase no
grupo MI+PS surge como uma importante defesa contra a geragcéo desse
radical nos pulmdes. Como o tecido respiratério € intensamente perfundido
devido a sua fungdo de hematose, o ferro presente nas células sanguineas
pode ser um substrato potente para a geragédo de radicais livres. Portanto, os
resultados da SOD e CAT indicam que o pterostilbeno pode ser uma estratégia
promissora para reduzir o estresse oxidativo nos pulmdes apds o infarto e
também reforga a hipétese de um efeito hormético deste composto nesse
orgao.

Em termos de defesas antioxidantes n&o enzimaticas, verificou-se um
aumento da concentragdo da glutationa reduzida (GSH) nos pulmdes do grupo
MI+PS. A GSH possui baixo pelo molecular’®, e esta envolvida em reacdes de
desintoxicacdo de substancias organicas e inorganicas como perodxidos’®. O
GSH atua como doador de elétrons’’ e participa da regulagdo redox da
homeostase’® contribuindo para a sobrevivéncia celular. No presente estudo,
um aumento da concentracdo da GSH provavelmente também contribuiu para
a redugao dos niveis de TBARS no grupo MI+PS, diminuindo o estresse
oxidativo desses animais. Além da estimulacdo enzimatica e ndo enzimatica
das defesas, o tratamento com pterostilbeno também poderia induzir melhora
no perfil antioxidante de proteinas citoprotetoras no tecido pulmonar’.

Nesse contexto, a proteina Nrf2 € uma proteina citoprotetora que atua como
um fator de transcricdo e esta é sensivel as alteragdes redox, desempenhando
um papel fundamental na resposta antioxidante pulmonar”. Em situagdes de
eutresse, o Nfr2 é ancorada a duas proteinas Keap1 (do inglés — Kelch-like
ECH-associated Protein 1) (Figura 9). Contudo, quando ha interrupgado da
homeostase redox, o complexo Nrf2-Keap1 se dissocia e libera Nrf2, que pode

translocar-se para o nucleo e iniciar a expressdao de moléculas antioxidantes?"
22,80
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De fato, estudos na literatura demonstraram que a Nrf2 desempenha um
papel importante na sintese de enzimas antioxidantes endégenasm. Além
disso, de acordo com Lacerda e colaboradores®®, o pterostilbeno regula
positivamente a expressao de Nrf2, que aumenta a glutationa reduzida (GSH) e
atenua os danos oxidativos. Em nosso estudo, os niveis do imunoconteudo de
Nrf2 aumentaram nos pulmdes dos animais do grupo MI+PS, sugerindo que o
pterostilbeno induz a ativacdo do Nrf2, o que poderia ser uma explicacado para
a melhora nas defesas antioxidantes e na redugao da peroxidagao lipidica. Em
vista desses dados, o pterostilbeno mostrou ser protetor aos pulmdes apds o
infarto, uma vez que esse composto impediu a congestado do érgéo, aumentou
as atividades da SOD e CAT, aumentou a GSH e preveniu a peroxidacao
lipidica, bem como induziu a expressdao da Nfr2, que é uma proteina

citoprotetora.

Em relacdo ao ventriculo direito, o cenario pré-oxidativo do infarto do
miocardio se manifesta significativamente nesta camara*’. Nossos resultados
mostraram que o infarto leva ao aumento da expressao da xantina oxidase no
ventriculo direito. Wang e colaboradores também mostraram niveis
aumentados de xantina oxidase em seus experimentos 12 semanas apos o
infarto, associado a peroxidacao lipidica e a disfuncao cardiaca. Além disso, o
tratamento com alopurinol, um inibidor classico da atividade da xantina oxidase,
atenua a desbalanco redox provocado pela insuficiéncia cardiaca pos-infarto do
miocardio®2. Outro estudo avaliando pacientes com insuficiéncia cardiaca
apresentou aumento da atividade da xantina oxidase quando comparados com
grupo controle®. Outra enzima pré-oxidante importante na condico do infarto
e fonte de EROs € a NADPH oxidase, a qual também foi objetivo deste estudo.
Sua atividade estava aumentada no ventriculo direito do grupo MI.
Corroborando com nossos dados, o trabalho de Looi e colaboradores®
demonstrou um aumento da producdo do anion superoxido em
homogeneizados de miocardio pods-infarto, que foi mitigado pelo uso de um
inibidor de NADPH oxidase. Além disso, um modelo de camundongos knockout
para a subunidade NADPH oxidase gp 917" revelou melhora dos parametros

ecocardiografricos®.
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Os niveis elevados de atividade da xantina oxidase e da NADPH oxidase
predispde o ventriculo direito ao aumento da concentracdo do anion
superoxido, e consequentemente deplecdo de reserva antioxidante.
Corroborando com esses resultados, também encontramos niveis reduzidos de
sulfidrila no grupo MI. Em relagdo a isso, Sulakhe e colaboradores®
demonstraram que cardiomiocitos isolados de ratos adultos, que foram
incubados em um sistema com geragdo de radical hidroxila ou expostos a
agentes oxidantes de sulfidrila, apresentaram troponina | diminuida e reduzida
fosforilacdo de fosfolambano induzida por isoproterenol . Esse mesmo grupo
de pesquisa também mostrou que a oxidagdo dos grupos tiol da bomba de
célcio do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) em cardiomidcitos diminui a

captac&o de calcio®.

Na aorta avaliamos o impacto do infarto experimental nesse tecido e as
implicacdes do tratamento com pterostilbeno. Analisando os dados obtidos da
aorta, verificamos que as concentragdes de espécies reativas do oxigénio totais
nao variaram entre os grupos. Porém, verificamos aumento significativo da
atividade da NADPH oxidase no tecido aértico no grupo MIl. Com o tratamento
com pterostilbeno houve uma diminuicao signficativa com relagado ao grupo MI.
O anion superéxido gerado pela NADPH oxidase pode reagir com outros
compostos quimicos circulantes na célula e formar peroxinitritos (OONO"),
formado pela reagdo entre o anion superéxido com o éxido nitrico®®. Em
estudos relacionados a hipertensao arterial sistémica, dentre as enzimas mais
atuantes no estresse oxidativo, a maior fonte de ERO é a NADPH oxidase, a
qual é ativada pela angiotensina IlI, atuando nos receptores AT-1, gerando
contracdo no vaso®®. A expectativa era que essa atividade da NADPH oxidase
estevesse relacionada a um maior estresse oxidativo do tecido e uma menor
acao do oxido nitrico neste local, ocasionando vasoconstricido. As NADPH
oxidases nao foram identificadas apenas como contribuintes importantes e
desencadeadoras de doencgas cardiovasculares, mas também confere fungdes
importantes na homeostase vascular®. Nesse sentido, dosamos a atividade da
enzima Oxido nitrico sintase no tecido adrtico. Nao encontramos diferenca

significativa entre os grupos. Neste caso, a hipotese de alteragcdes da produgéo
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de oxido nitrico decorrente do infarto ou do infarto+ tratamento pelas alteragdes

da atividade da enzima 6xido nitrico sintase nao foi confirmada.

Ainda, no homogeinizado da artéria aorta, dosamos os grupos sulfidrila,
importante mecanismo antioxidante n&do enzimatico. Encontramos, neste
parametro, um aumento das concentragdes no grupo infartado tratado com
pterostilbeno (Figura 23). O sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico
consiste numa variedade de substancia, que podem ser endégenas, como as
glutationas, ou dietéticas, como vitaminas (C e E), minerais (zinco, cobre,

selénio e magnésio) e compostos fendlicos®.

Detaca-se como antioxidante ndo enzimatico a glutationa reduzida (L-g-
glutamil-L-cisteinil-glicina). Esse tripeptideo é considerado um dos agentes
mais importantes do sistema de defesa antioxidante intracelular e também
possui um papel central na biotransformacao e eliminacao de xenobioticos'®. A
capacidade redutora da GSH é determinada basicamente pelo seu grupamento
sulfidrila, presente no aminoacido cisteina®. Esse grupamento é altamente
polarizavel, tornando-o um bom nucledfilo para reagbes com compostos
quimicos eletrofilicos. Esta habilidade de doar elétrons a outros compostos faz
da glutationa um bom redutor. Portanto, o grupamento sulfidrila &€ susceptivel a
reagcdes com ERO e ERN, levando a geracdo de modificacbes oxidativas pos-

translacionais, as quais podem alterar a funcao proteica%.

Foi determinado o imunoconteudo da proteina xantina oxidase. A xantina
oxidase é conhecida pelo seu papel catalitico na degradagdo de purinas
metabolizando hipoxantina em xantina e xantina a acido JUrico,
concomitantemente & formacao do anion superéxido®'. Nos mamiferos os mais
altos indices de atividade sdo encontrados no figado e no intestino delgado,
mas também s&o encontrados em outros tecidos como o coragdo e a
vasculatura®'. Verificamos uma diminuigdo significativa do imunocontetido da
xantina oxidase do grupo MI+PS, sugerindo uma diminuicdo da formacao do
anion superoéxido através desta proteina neste grupo tratado com pterostilbeno,
melhorando estresse oxidativo com relagdo esse ERO. Encontramos na
literatura que a xantina oxidase também possui propriedades nitrito-redutases

sendo capaz de converter nitrito a oxido nitrico (NO), e desta forma, contribuem
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para os efeitos benéficos do NO na vasculatura, e em esséncia, a reacido de
reducdo do nitrito em NO mediada pela xantina oxidase € reversa a oxidacao
da xantina a acido Urico, sendo NADH como substrato para reducdo®. Essa
producao de oOxido nitrico € alternativa e independe da atividade da enzima

oxido nitrico sintase.

Avaliamos também o impacto do infarto do miocardio experimental e o
tratamento com pterostilbeno no tecido hepatico, ja que apods infarto podemos
ter disfungdes circulatérias levando progressivamente a insuficiéncia cardiaca
do coragdo, mas esta ndao ocorrendo de forma isolada havendo envolvimento
do figado®. O figado é destino de 25% do débito cardiaco, e aproximadamente
25% do fluxo sanguineo hepatico é arterial, o restante é sangue dexosigenado
que circula pelo sistema porta. A veia porta ndo possui capacidade de
autorregulagao de fluxo, porém a artéria hepatica é capaz de comportar até
60% de reducado do fluxo portal, mas o figado é suceptivel a lesdao*. Com
relacdo ao estresse oxidativo, em nosso estudo, ndo encontramos diferengas
entre 0s grupos para as concentragdes de espécies reativas de oxigénio totais.
Queriamos saber se as reservas de antioxidantes ndo enzimaticas haviam sido
depletadas; entdo, foram avaliados grupos sufidrilas no figado e néo
encontramos diferencgas significativas entre os grupos. Avaliamos a atividade
da enzima glutationa-S-transferase (GST) que juntamente com as N-
acetiltransferases e as enzimas da familia do Citocromo P-450 (CYP) sé&o
responsaveis pela biotransformagdo de substancia xenobioticas no figado
correspondendo a fase 1 deste processo de detoxificacido®. Porém quando os
produtos formados na fase 1 ndo sofrem inativacdo ou sdo ativados a
substancias mais reativas pelas enzimas da fase 2, estes intermediarios
reativos podem se ligar covalentemente ao DNA e causar diversas formas de
dano ao organismo , pois agirdo como agente mutagénico e ou
carcinogénico®™. A glutationa-S-transferase ndo apresentou diferencas
significativas entre os grupos. A peroxidagéo lipidica mensurada através do
teste TBARS também n&o apresentrou diferengas significativas entre os
grupos. Associando os resultados da GST e do TBARS podemos pressupor

que tanto o infarto do miocardio experimental como o tratamento com
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pterostilbeno ndo alterou a funcionalidade do figado em processar substancias
xenobidticas, neste caso o préprio pterostilbeno.

Infelizmente por ndo ter mais disponivel soro destes animais a dosagem
sérica ficou comprometida e nao foi realizada (uma limitagdo do nosso estudo).
A principal aplicacdo clinica da medicao de AST e ALT é a detecgao e o
diagndstico etiologico diferencial da doenga hepatica. A lesdo das células
hepaticas é manifestada pela atividade sérica elevada das transaminases antes
do aparecimento de sintomas e sinais clinicos (como ictericia). Elevagdes
comparaveis de AST e ALT sdo altamente caracteristicas de hepatite viral,
téxica ou nao-alcodlica aguda causada por drogas. Pensa-se que 0s niveis
séricos semelhantes de transaminase nessas condigdes sejam causados pela
liberacdo celular de apenas enzimas citoplasmaticas associadas a danos
reversiveis as células hepaticas. Na hepatite crénica e cirrose, 0s niveis séricos
de AST sao maiores que a ALT; isso pode refletir necrose de células hepaticas

com liberacdo de AST mitocondrial®*

. Apos o infarto do miocardio, a atividade
da AST aumenta consistentemente; ALT esta associado a congestao passiva
do figado. A atividade sérica de AST e apenas ocasionalmente ALT aumenta
nas doencas inflamatérias do musculo esquelético e na distrofia muscular
progressiva94. A causa mais comum de lesdo hepatica aguda decorrente de
doenca cardiaca é a isquemia hepatica e hepatite hipdxica®. A maioria dos
casos de hepatite isquémica ocorre no contexto da insuficiéncia cardiaca

gerando hipotenséo arterial e congestao venosa passiva cronica®.

11. Conclusodes
Geral

Os resultados morfométricos e funcionais revelaram a interrelacdo entre o
sistema cardiaco e pulmonar para se adaptar as alteracdes adversas impostas
pelo infarto do miocardio. Do ponto de vista bioquimico, o infarto do miocardio,
demostrou causar alteragdes significativas principalmente nos coragdo e nos
pulmdes, as quais repercutiram sobre o tecido vascular e hepatico, ainda que
de forma discreta. Neste contexto, o estresse oxidativo esteve presente com

mediador principal dos danos teciduais no infarto do miocardio, haja vista que
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uso de um antioxidante, como pterostilbeno, contribuiu para restabelecimento

da homeostase redox nos tecidos estudados nesta dissertagao.
Especificas

O aumento das espécies reativas de oxigénio totais no tecido pulmonar do
grupo MI+PS ndo fazia sentido isoladamente. Contudo, percebemos, ao
analisar os resultados da peroxidacéo lipidica e da expresséo da proteina Nrf2
no tecido pulmonar no grupo tratado com pterostilbeno, uma relagdo entre a
reducdo do dano celular com aumento nas defesas antioxidantes por
mecanismos horméticos descrito na literatura e observado em nosso estudo. O
comportamento enzimatico da superéxido dismutase (SOD) e da catalase
(CAT) no tecido pulmonar corraboram para a hipotese do efeito hormético ja
que a SOD estava diminuida no grupo infartado e recuperou-se no grupo
tratado com pterostilbbeno e a catalase aumento no grupo tratado com

pterostilbeno.

No ventriculo direito do grupo MI encontramos um aumento da
expressao da xantina oxidase e um aumento da atividade da NADPH oxidase.
Os niveis elevados de atividade da xantina oxidase e da NADPH oxidase
predispde o ventriculo direito ao aumento da concentracdo do anion
superoxido, e consequentemente deplegcdo de reserva antioxidante. O
pterostilbeno foi capaz de diminuir a atividade da NADPH oxidase no grupo
MI+PS. Entretanto, o tratamento com pterostilbeno (MI+PS) apresentou um
resultado intermediario, pois o imunoconteudo da xantina oxidase foi similar

nao somente ao grupo SHAM, mas também ao grupo infartado.

A diminuicdo da atividade do 6xido nitrico sintase no ventriculo direito do
grupo MI, demonstrando que o infarto ocasiona uma diminuigdo da atividade
desta enzima, gera uma menor disponibilidade de 6xido nitrico neste local. O

tratamento com pterostilbeno nao eficaz na melhora deste parametro.

No presente estudo, o aumento da atividade da NADPH oxidase e xantina
oxidase induzido pelo infarto do miocardio na aorta aumenta o potencial do
dano oxidativo neste tecido. Consequentemente isso pode implicar a remogao
de NO nesse local, vasoconstricio e aumento do dano oxidativo. Porém o

tratamento com pterostilbeno melhorou este cenario efetivamente, pois induziu
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uma reducdo da atividade da NADPH oxidase, da expressdao da xantina
oxidase, indicando que essas enzimas sao alvos potenciais do mecanismo de

acao do pterostilbeno.

Ja no figado a acgdo do pterostilbeno demostrou nao interferir no processo de
conjugagao hepatica, ja que ndo houve alteragbes na enzima GST.
Infelizmente por ndao avaliarmos as enzimas hepaticas séricas nao podemos
avaliar o comprometimento hepatico decorrente do infarto. Sabe-se que o
figado apesar de sofrer injurias devido as disfungdes circulatorias possui ter a
capacidade resiliente de suportar, por um periodo de tempo, agressdes

hemodindmicas e de estresse oxidativo.

12. Perspectivas

O trabalho apresentado deixou algumas perguntas em relagdo as
complicagbes decorrente do infarto. Uma observacido maior talvez
demonstrasse a ocorréncia da insuficiéncia cardiaca e se de fato isso nao

levaria a danos mais pronunciados no tecido hepatico, por exemplo.

Os fitoquimicos naturais originarios de alimentos estdo sendo cada vez mais
estudados para se avaliar possiveis potenciais terapéuticos utilizados como
adjuvantes em tratamento de doengas, como exemplo doencgas

cardiovasculares.

O mirtilo, fruto que contem além do pterostilbeno uma ampla variedade de
compostos como polifendis e antocianinas. No futuro, o grande desafio e saber
quais as quantidades destes fitoquimicos devem ser consumidos para terem

benéficios a quem os consomem.

O pterostilbeno demonstrou no nosso trabalho e em diversos artigos
publicados que possui enorme potencial, melhorando a homeostase redox dos
animais testados. Porém estudos clinicos sao necessarios para conprovagao

destes beneficios em humanos.
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Na Figura 29 temos uma representagdo grafica das conclusbes deste

trabalho.

Figura 29. Representac8o grafica das conclusdes
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