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Resumo 

O estilbenoide pterostilbeno (PTS), um constituinte fenólico altamente lipofílico, 

vem se destacando devido ao seu potencial farmacológico evidenciado por seus efeitos 

antitumoral, antidiabético e anti-inflamatorio, dentre outros, descritos tanto em estudos 

pré-clínicos quanto clínicos. O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade, determinar 

dose terapêutica, potencial antioxidante do pterostilbeno complexado à ciclodextrina 

(complexo PTS:HPβCD), bem como seu efeito sobre parâmetros funcionais e modulação 

de vias redox sensíveis no ventrículo direito e esquerdo de ratos com insuficiência 

cardíaca. O complexo PTS:HPβCD foi preparado por método em solução e caracterizado 

por calorimetria diferencial de exploratória (DSC), espectroscopia por infravermelho e 

por ressonância magnética nuclear. O teor de PTS no complexo foi quantificado por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Posteriormente, os efeitos 

farmacológicas do complexo, nas doses correspondentes a 25, 50 e 100 mg/kg de PTS, 

foram testadas sobre o estresse oxidativo e vias de sinalização redox sensíveis no tecido 

hepático (Experimento I), no ventrículo direito (VD) (Experimento II) e esquerdo (VE) 

(Experimento III). No experimento I, a fim de determinar toxidade e identificar a dose 

terapêutica, foram avaliados no tecido hepático de ratos alguns parâmetros oxidativos de 

dano tecidual, nível de antioxidante não enzimático e a expressão de proteínas redox 

sensíveis como proteína cinase B (AKT) e glicogênio sintase cinase-3β (GSK-3β) após 

14 dias da administração oral (gavage) do complexo PTS:HPβCD (25, 50 e 100 

mg/kg/dia). A complexação demonstrou ser capaz de aumentar a solubilidade aparente 

da PTS tornando possível a administração da curva de dose, sem induzir dano hepático 

ou apoptose pelas doses administradas. Além disso, o complexo mostrou efeitos 

antioxidantes dose-dependentes no fígado dos ratos, evidenciados por uma redução na 

peroxidação lipídica e de espécies reativas de oxigênio, bem como por aumento no 

conteúdo de antioxidante não enzimático. O complexo PTS: HPΒCD também aumentou 

a expressão de proteínas redox sensíveis, como AKT e GSK-3β, relacionadas à via de 

sinalização da insulina no fígado. No experimento II, a mesma curva de dose (25, 50 e 

100 mg/kg/dia) administrada 1x ao dia durante 14 dias, foi testada sobre as alterações 

inerentes ao remodelamento do VD induzido por hipertensão arterial pulmonar (Cor 

pulmonale), após a administração do alcaloide monocrotalina (MCT). Ao final do 

protocolo experimental, para avaliar a função cardíaca os animais foram submetidos ao 

cateterismo do VD e ecocardiografia. Os achados sugerem que complexo PTS:HPβCD, 
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de maneira dose-dependente, protege a função sistólica, previne a hipertrofia do VD, 

reduz a concentração de ânion superóxido dependente de NADPH oxidase, restaurou a 

atividade da superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx), além de reduzir 

a atividade da catalase (CAT). Adicionalmente, o complexo PTS: HPβCD aumentou o 

conteúdo de glutationa reduzida (GSH) e a razão glutationa reduzida/glutationa oxidada, 

e ainda restaurou a atividade da glutationa-S-transferase (GST) e glutaredoxina (GRx) no 

VD de ratos com Cor pulmonale. Além disso, em doses mais elevadas, também evitou a 

redução do volume sistólico e do débito cardíaco, reduziu a lipoperoxidação e aumentou 

a expressão da proteína SERCA no VD de ratos tratados com MCT. Por outro lado, no 

experimento III, foi testado o efeito do complexo PTS:HPΒCD sobre o remodelamento 

do VE pós infarto agudo do miocárdio (IAM) em ratos. Neste protocolo experimental, o 

IAM foi produzido por meio da ligadura cirúrgica dos ramos anteriores descendentes da 

artéria coronária esquerda. Sete dias após o procedimento cirúrgico, o complexo 

PTS:HPβCD, na dose de 100 mg/kg/dia, foi diariamente administrado por via oral durante 

8 dias. Os resultados mostraram que o complexo PBS:HPβCD diminuiu a peroxidação 

lipídica, preveniu a redução na atividade da tioredoxina redutase (TRxR) e aumentou a 

atividade da GST e da GRx. Além disso, a expressão do fator nuclear eritróide 2 (Nrf2) e 

p-GSK-3β foi aumentada, enquanto a relação GSK-3β fosforilada/total foi reduzida no 

VE dos animais infartados. Portanto, o conjunto de resultados da presente Tese destaca o 

papel antioxidante do complexo PTS:HPβCD em ratos, especialmente na dose de 100 

mg/kg, e sua modulação sobre a expressão proteínas de sinalização redox sensíveis tanto 

no fígado quanto em ambos ventrículos sob condições de remodelamento patológico. As 

ações cardioprotetoras do complexo PTS:HPβCD parecem prevenir o remodelamento 

ventricular e melhoram a função sistólica direita e esquerda, efeitos que provavelmente 

foram favorecidos pelo aumento da biodisponibilidade oral promovido pela presença da 

HPβCD no complexo. Diante disso, o complexo PTS:HPβCD poderia ser usado como um 

tratamento complementar a terapia farmacológica disponível a fim de minimizar os 

efeitos deletérios do desbalanço oxidativo sobre a homeostase e função cardíaca.  
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Abstract 

The stilbenoid pterostilbene (PTS), a highly lipophilic phenolic constituent, has 

been highlighted due to its pharmacological potential evidenced by its antitumor, 

antidiabetic and anti-inflammatory effects, among others described in both preclinical and 

clinical studies. The aim of this study was to evaluate toxicity, determine therapeutic dose 

and antioxidant potential of pterostilbene complexed to cyclodextrin (PTS:HPβCD), as 

well as its effect on functional parameters and modulation of sensitive redox pathways in 

the right and left ventricles of rats with heart failure. The PTS:HPβCD complex was 

prepared by solution method and characterized by differential scanning calorimetry 

(DSC), infrared spectroscopy and nuclear magnetic resonance. The PTS content in the 

complex was quantified by high performance liquid chromatography (HPLC). 

Subsequently, the pharmacological properties of the complex at doses corresponding to 

25, 50 and 100 mg/kg of PTS were tested on oxidative stress and redox signaling 

pathways in the hepatic tissue (Experiment I) in the right ventricle (RV) (Experiment II) 

and left ventricle (LV) (Experiment III). Regarding Experiment I, in order to determine 

toxicity and to identify the therapeutic dose, oxidative parameters of tissue damage, non-

enzymatic antioxidant levels and expression of Protein kinase B (AKT) and Glycogen 

synthase kinase-3β (GSK-3β) sensitive redox proteins were evaluated in rat hepatic tissue 

after 14 days of the PTS:HPβCD complex (25, 50 and 100 mg/kg/day) oral administration 

(via gavage). Complexation has been shown to increase the apparent solubility of PTS 

without inducing hepatic damage or apoptosis at the doses administered. In addition, 

PTS:HPβCD complex showed dose-dependent antioxidant effects on rats liver, evidenced 

by a reduction in lipid peroxidation and reactive oxygen species, as well as by an increase 

in non-enzymatic antioxidant content. The PTS:HPΒCD complex also increased the 

expression of sensitive redox proteins, such as AKT and GSK-3β, related to insulin 

signaling pathway in the liver. In Experiment II, same doses (25, 50 and 100 mg/kg/day) 

of PTS:HPΒCD were administered daily for 14 days and its effects were tested on the 

inherent RV remodeling triggered by pulmonary arterial hypertension (Cor pulmonale) 

after administration of the monocrotaline (MCT) alkaloid. At the end of the experimental 

protocol, animals were submitted to RV catheterization and echocardiography to evaluate 

cardiac function. The results suggest that the PTS:HPβCD complex, in a dose-dependent 

manner, protects systolic function, prevents RV hypertrophy, reduces NADPH oxidase-

dependent superoxide anion concentration, and restores superoxide dismutase (SOD) and 



9 
 

glutathione peroxidase (GPx) activity, in addition to reducing catalase activity (CAT). 

Moreover, PTS:HPβCD complex increased reduced glutathione (GSH) content and 

reduced glutathione/oxidized glutathione ratio, recovering glutathione-S-transferase 

(GST) and glutaredoxin (GRx) activities in the RV of rats with Cor pulmonale. At higher 

doses, PTS:HPβCD also avoided reduction of systolic volume and cardiac output, 

reduced lipoperoxidation and increased expression of SERCA in the RV of MCT treated 

rats. On the other hand, in Experiment III, the effect of the PTS:HPΒCD complex was 

tested on the LV remodeling after acute myocardial infarction (AMI) in rats. In this 

experimental protocol, AMI was triggered by surgical ligation of the descending anterior 

branches of left coronary artery. Seven days after the surgical procedure, 100 mg/kg/day 

of PTS:HPβCD complex were administered orally for 8 days. Results showed that the 

PTS:HPβCD decreased lipid peroxidation, prevented the reduction of thioredoxin 

reductase (TRxR) activity and increased GST and GRx activities. Furthermore, 

expression of erythroid nuclear factor 2 (Nrf2) and p-GSK-3β was increased, while the 

phosphorylated/total GSK-3β ratio was reduced in the LV of infarcted animals treated 

with the complex. Therefore, the set of results of the present thesis highlights the 

antioxidant role of the PTS:HPβCD complex in rats, especially at the dose of 100 mg/kg, 

and its modulation on the expression of sensitive redox signaling proteins in the liver and 

both ventricles under conditions of pathological remodeling. The cardioprotective actions 

of the PTS:HPβCD complex seem to prevent detrimental ventricular remodeling and 

improve right and left systolic function, effects that were probably favored by the 

increased oral bioavailability promoted by the presence of HPβCD in the complex. In 

view of the presented evidences, the PTS:HPβCD complex could be used as a 

complementary treatment to the available pharmacological therapy in order to minimize 

the deleterious effects of oxidative imbalance on homeostasis and cardiac function. 
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1. Revisão da literatura 

1.1 Pterostilbeno: aspectos farmacológicos 

O pterostilbeno (trans-3,5-dimethoxy-4’-hydroxystilbene,) é um constituinte 

fenólico encontrado numa ampla variedade de frutas, tais como mirtilo, uva, ameixa 

dentre outras (RIVIERE et al., 2012; RIMANDO et al., 2004). Biologicamente, o 

pteroslibeno (PTS) pode ser classificado como uma fitoalexina, por participar do sistema 

de defesa da planta. Este constituinte é sintetizado a partir de moléculas precursoras como 

malonil coenzima A (CoA) e p-cumaroil Coa catalisada pela enzima estilbeno sintetase, 

em resposta a infecções por patógenos (vírus, bactérias e fungos) ou por excessiva 

exposição à radiação ultravioleta (BAVARESCO et al., 1999). 

Quimicamente, o PTS pertence ao grupo dos estilbenos, devido à presença de dois 

anéis benzenos ligados por uma porção de isopropileno (KASIOTIS et al., 2013), sendo 

estruturalmente análago ao resveratrol. Contudo, diferencia-se deste por apresentar dois 

grupamentos metóxi e um grupo hidroxila (Figura 1), enquanto que o resveratrol possui 

três hidroxilas (LIN et al., 2009). A presença dos grupos metoxi na estrutura do 

pterostilbeno promove sua maior estabilidade metabólica, bem como aumenta sua 

lipofilia, resultando em melhores perfis farmacocinéticos, promovendo sua absorção 

intestinal, aumento da biodisponibilidade e potencial de penetração através das 

membranas teciduais (MCCOMARK; MCFADDEN 2012). Neste contexto, o PTS tem 

demonstrado farmacocinética mais favorável e superior potência farmacológica do que o 

resveratrol, mesmo quando administrado em doses menores (CHOO et al., 2014). 

 

 

Figura 1: Estrutura química do pterostilbeno. Extraído e adaptado de 

Pterostilbene Monograph 2010. 

 

Fórmula Molecular: C16H16O3 

Peso molecular: 256.99 g/mol 

15
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O PTS vem se destacando devido aos seus efeitos biológicos benéficos, 

recentemente descritos tanto em abordagens pré-clínicas quanto clínicas (WU et al., 2017; 

RICHE et al., 2014).O potencial farmacológico deste composto inclui os seguintes 

efeitos: antitumoral, uma vez que este constituinte fenólico estimula a sinalização de 

apoptose; anti-inflamatória, dada a sua inibição nas atividades COX2 e iNOS; 

antidiabética, devido à ação inibitória sobre gliconeogênese, e insulinotrópica; assim 

como antioxidante (ACHARYA; GHASKADBI, 2013; LV et al., 2014; MCCORMACK; 

MCFADDEN, 2013); PARI; SATHEESH, 2006; PAUL et al., 2009). Os efeitos 

antioxidantes são atribuídos, em parte, a sua capacidade de neutralização e inibição da 

produção de espécies reativas, assim como ativação de sistemas antioxidantes endógenos 

(MCCOMARK; MCFADDEN, 2012). Adicionalmente, outro importante efeito 

citoprotetor do PTS está relacionado a ativação do nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2 (Nrf2), um fator de transcrição, regulador chave da resposta antioxidante. Esse 

mecanismo está relacionado à inibição da interação da proteína Kelch-like ECH-

associated protein-1 (Keap1) com o Nrf2 (Keap1-Nrf2), com consequente a ativação de 

Nrf2, resultando em sua translocação para o núcleo e ativação transcricional de genes de 

antioxidantes de fase II e de agentes redutores como a glutationa (ELANGO et al., 2016). 

Esses efeitos despertam, cada vez mais, o interesse científico para a identificação de 

novos mecanismos de ação do PTS e o torna um candidato para utilização como alimento 

funcional ou composto farmacêutico terapêutico (KOSURU et al., 2016).  

Nesse contexto, torna-se importante conhecer as características físico-químicas e 

farmacocinéticas do PTS, a fim de determinar a dose terapêutica, biodisponibilidade, 

perfil de distribuição, efeitos no tecido alvo e grau de toxicidade, fatores que 

desempenham um importante papel no desenvolvimento de novas formas farmacêuticas 

e produtos terapêuticos (LIN et al., 1997; YEO et al., 2013). Evidências obtidas a partir 

de estudos farmacocinéticos pré-clínicos revelam que a absorção oral do PTS pode ser 

consideravelmente maximizada quando coadministrado durante ou logo após uma 

refeição, enquanto que no jejum sua biodisponibilidade é reduzida, sendo inferior a 5 % 

(YEO et al., 2013). Em relação a mecanismos de excreção, Remsberg e cols. sugerem que 

o PTS seja excretado predominantemente por meio de vias de eliminação não renal, já 

que a fração intacta excretada na urina foi inferior a 1% (REMSBERG et al., 2008). 

Recentes estudos evidenciaram que o PTS sofre metabolismo hepático de fase II, 

predominantemente metilação, glicuronidação e sulfatação, considerada sua principal via 

de eliminação (KAPETANOVIC et al., 2011; REMSBERG et al., 2008). As 

16
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concentrações de metabólitos plasmáticos de PTS (ambos conjugados com sulfato e 

glicuronídeos) foram substancialmente mais elevadas do que as concentrações 

plasmáticas do composto original (KAPETANOVIC et al., 2011). O PTS exibe uma 

farmacococinética não linear, ou seja, a velocidade de eliminação é constante 

independente da quantidade de composto presente (YEO et al., 2013). Assim, pequenas 

mudanças na dose resultam em mudanças desproporcionais nas concentrações do 

composto no sangue, sejam por concentrações obtidas após dose única ou múltiplas doses 

(SHARGEL; ANDREW, 1999). Neste contexto, a cinética de eliminação de PTS pode 

ser saturada, levando a uma maior exposição aos tecidos (CHOO et al., 2014; YEO et al., 

2013). 

Estudos que avaliem a segurança da administração terapêutica do PTS são 

escassos. Em roedores a administração intraperitoneal (30 mg/kg/dia) durante três 

semanas, não demonstrou toxicidade sistêmica ou tecidual (RUIZ et al., 2009). Em seres 

humanos, Riche de cols. (2013) não encontraram efeitos tóxicos ou reações adversas do 

PTS após a administração de doses de 250 mg/dia. 

1.2 Pterostilbeno: o impacto da hidrossolubilidade na biodisponibilidade 

Particulamente para compostos administrados pela via oral, a efetividade 

terapêutica depende de fatores como solubilidade no fluido gastrointestinal, extensão de 

absorção pelo epitélio intestinal, biodisponibilidade, estabilidade metabólica, dentre 

outros fatores (CHAN; STEWART, 1996; HORTER; DRESSMAN, 2001; 

JAMBHEKAR; BREEN, 2013). A maioria dos compostos fenólicos apresentam baixa 

biodisponibilidade oral (cerca de 10%) em decorrência de suas características químicas 

(HU, 2007). Estas particularidades poderiam explicar, em parte, a inobservância de efeito 

farmacológico frequentemente observada em estudos de intervenção in vivo, apesar de 

inúmeros estudos destacarem os efeitos farmacológicos destes compostos in vitro, nos 

quais estratégias de solubilização são empregadas para a realização dos testes, como a 

dissolução em dimetilsulfóxido. A aparente discrepância entre estes estudos pode ser 

parcialmente justificada pela baixa absorção e fraca biodisponibilidade oral, bem como 

pelo extenso metabolismo hepático destes compostos (WILLIAMSON; MANACH, 

2005).  

Similarmente, o uso farmacológico do PTS, especialmente quando administrado 

pela via oral pode ser limitado, devido ao seu caráter lipofílico e consequente baixa 
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hidrossolubilidade (aproximadamente 21 ug/mL) (BETHUNE et al., 2011). Segundo o 

sistema de classificação biofarmacêutica, esta característica química categoriza 

substâncias lipofílicas, como o PTS, em compostos de classe II, contemplando 

substâncias que apresentam alta permeabilidade e baixa solubilidade e estão sujeitos a 

problemas relacionadas com a biodisponibilidade (FDA, 2017). Portanto, uma melhor 

compreensão das propriedades físico-químicas de bioativos é relevante para o 

desenvolvimento de um sistema de liberação otimizado para administração oral de 

compostos fenólicos (BLUME et al., 2000; PENG et al., 2018). 

Neste contexto, a baixa hidrossolubilidade do PTS no trato gastrointestinal pode 

ser considerada uma barreira para biodisponibilidade oral, reduzindo o seu efeito 

terapêutico (YEO et al., 2013). Diante disso, mudanças nas propriedades físicas e 

químicas do PTS promovem melhora no perfil farmacocinético e aumentam sua 

biodisponibilidade oral, intensificando potenciais efeitos farmacológicos (PINHO et al., 

2014). Assim, estratégias farmacotécnicas, como a formação de complexos de inclusão 

com ciclodextrinas, que possibilitem o aumento da hidrossolubilidade aparente do PTS, 

sem reduzir suas propriedades biológicas podem ser consideradas uma alternativa para 

minimizar a baixa hidrossolubilidade (CHOO et al., 2014; LOFTSSON; BREWSTER, 

2012). 

As ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos de origem natural, que apresentam 

uma cavidade interna hidrofóbica e uma superfície externa hidrofílica, possibilitando o 

encapsulamento molecular de fármacos lipofílicos (LOFTSSON; BREWSTER, 2012; 

PINHO et al., 2014). A complexação de moléculas com ciclodextrinas promove 

modificações nas propriedades físico/químicas das moléculas hospedes, aumentando sua 

hidrossolubilidade e estabilidade (SZETJLI, 1998). Derivados de ciclodextrinas naturais, 

como a hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβCD) apresenta características que permitem 

sua utilização, tanto para estudos in vitro quanto in vivo, devido a sua baixa toxicidade e 

alta hidrossolubilidade (LOFTSSON; BREWSTER, 2011; LÓPEZ-NICOLÁZ et al.,    

2009). Neste sentido, a utilização de ciclodextrinas como agentes promotores de 

hidrossolubilidade do PTS revela-se oportuna podendo facilitar a entrega e permeação 

dessa molécula nas camadas de difusão existentes na superfície do epitélio gastrintestinal, 

aumentando sua concentração plasmática (LOFTSSON; BREWSTER, 2011; YEO et al., 

2013). Os achados de Yeo e cols. (2013) evidenciam que o PTS complexado com HPβCD, 

administrado pela via oral,apresenta-se cerca de 4 vezes mais biodisponível do que o PTS 

em suspensão (não-complexado), confirmando que a baixa hidrossolubilidade constitui-
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se numa barreira para a sua biodisponibilidade. Ainda, o perfil de biodistribuição de PTS 

foi investigado utilizando uma solução formulada com HPβCD. Verificou-se que esta 

formulação facilita o alcance do PTS ao fígado, coração e pulmões de modo abundante 

(CHOO et al., 2014). Outra vantagem adicional do uso de ciclodextrinas em formulações 

farmacêuticas, se dá porque a complexação protege moléculas bioativas contra a 

degradação decorrentes de fatores tais como temperatura, pH e exposição à luz, podendo 

manter a estabilidade química de alguns compostos bioativos (PINHO et al 2014; 

SZETJLI 1998). 

Embora vantajoso e promissor, poucos estudos se dedicam a explorar os efeitos 

terapêuticos do PTS complexado a ciclodextrina (Figura 2) em modelos biológicos 

especialmente relacionados a disfunções cardiovasculares. 

 

Figura 2: Desenho esquemático do complexo de inclusão PTS:HPβCD 

1.3 Remodelamento ventricular e insuficiência cardíaca 

A insuficiência cardíaca (IC) é uma doença crônica caracterizada por incapacidade 

do coração de manter o fluxo sanguíneo necessário para satisfazer as demandas 

metabólicas do corpo, representando uma das principais causas de morte no mundo 

(GOLDBERG, 2010). A IC é considerada uma pandemia global em rápido crescimento, 

com uma prevalência estimada de 37,7 milhões de indivíduos em todo o mundo. O 

comprometimento funcional cardíaco pode ser secundário a muitas etiologias, 

acarretando sintomas que afetam a qualidade de vida dos indivíduos doentes, incluindo 

dispneia, fadiga, baixa tolerância ao exercício e retenção de líquidos (ZIAEIN; 

FONAROW, 2016).  
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A terapia farmacológica para IC inclui uma combinação de medicamentos, cuja 

indicação clínica dependerá da sintomatologia do doente e das contraindicações de cada 

fármaco (REIS FILHO et al., 2015). A abordagem terapêutica objetiva melhorar os 

sintomas e a capacidade funcional, prevenir a dilatação da câmara cardíaca, proporcionar 

qualidade de vida, reduzir a frequência de hospitalizações e mortalidade associada 

(BERLINER; BAUERSACHS, 2017). Está descrito que tanto a ativação simpática 

contínua quanto os efeitos proliferativos da angiotensina II afetam adversamente o 

cardiomiócito e a função contrátil da câmara levando à deterioração da função cardíaca 

(BERLINER; BAUERSACHS, 2017). Neste contexto, o bloqueio farmacológico destas 

vias, ou seja, através da administração de betabloqueadores associados à Inibidores da 

Enzima Conversora de Angiotensina (IECA) ou Bloqueadores de Receptores da 

Angiotensina II (BRA) determinam benefícios diretos sobre o remodelamento cardíaco, 

visto que os IECA previnem a dilatação cardíaca e os betabloqueadores revertem, efeitos 

que melhoram o prognóstico dos indivíduos com IC (BERLINER; BAUERSACHS, 

2017; REIS FILHO et al., 2015). 

Segundo a Diretriz Brasileira de Insuficiência Cardíaca (2012) a estratégia de 

tratamento disponível integra os fármacos betabloqueadores, IECA ou BRA, Diuréticos, 

Nitratos, Anticoagulantes, Antiagregantes plaquetários, Antiarrítmicos, Bloqueadores de 

canais de cálcio, Ivabradina, ômega 3, Inibidores da Fosfodiesterase 5 e Moduladores do 

Metabolismo Energético Miocárdico (BOCHI et al., 2012). Apesar dos avanços 

significativos em terapias e prevenção, a mortalidade e a morbidade ainda são 

extremamente altas (SAVARESE, 2017). 

O remodelamento ventricular (ou cardíaco) precede o desenvolvimento e 

progressão da IC, no qual as câmaras cardíacas aumentam progressivamente e a função 

contrátil se deteriora. (COHN et al., 2000). Esse evento é caracterizado por alterações 

moleculares, celulares e intersticiais que se manifestam clinicamente através da alteração 

de tamanho, massa, geometria e função da câmara cardíaca em resposta à sobrecarga 

hemodinâmica (pressão/volume) e/ou lesão cardíaca, associada à ativação neuro-

hormonal (AZEVEDO et al., 2016). Essas alterações levam à dilatação da câmara, 

redução da contratilidade, aumento do estresse de parede, hipertensão, morte de 

cardiomiócitos (COHN et al., 2000). De fato, diferentes mecanismos contribuem para o 

desenvolvimento e progressão do remodelamento cardíaco, incluindo alterações no 

metabolismo energético cardíaco, indução de morte celular, disfunção de proteínas 

contráteis e colágeno, alteração no transporte de cálcio, inflamação e estresse oxidativo 
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(SCHIRONE et al., 2017; AZEVEDO et al., 2016). Esses fatores podem ter vários efeitos 

sobrepostos prejudiciais resultando em IC e mau prognóstico (SCHIRONE et al., 2017; 

AZEVEDO et al., 2016). 

O remodelamento ventricular pode ocorrer por meio de mecanismo adaptativo 

(fisiológico) ou mal adaptativo (adverso/patológico). No primeiro caso, ocorrem 

alterações estruturais a fim de se adaptar e manter a função cardíaca normal. Porém, 

quando submetido ao estresse sustentado, o remodelamento cardíaco leva a uma 

disfunção progressiva e irreversível do coração (COHN et al., 2000). 

Interessantemente, o remodelamento mal adaptativo pode provocar disfunção 

tanto no ventrículo direito (VD) quanto no ventrículo esquerdo (VE) (KONSTAM et al., 

2011; NORTON et al., 2002). O remodelamento ventricular direito pode ser decorrente 

de vasoconstrição e hipertensão arterial pulmonar, que provocam aumento de pós-carga 

ao ventrículo direito, gerando hipertrofia excêntrica, dilatação da câmara, redução da 

fração de ejeção e débito cardíaco (MCLAUGHLIN et al., 2011). 

No ventrículo esquerdo, o remodelamento adverso deriva de eventos isquêmicos 

como o infarto agudo do miocárdio (IAM), dentre outros fatores, prejudicando a função 

tanto de cardiomiócitos infartados quanto de remanescentes (GAJARSA; KLONER, 

2011). Para manter a função cardíaca pós-infarto, os cardiomiócitos remanescentes são 

expostos a uma carga de trabalho maior, resultando inicialmente em hipertrofia 

compensatória e posterior redução da espessura da parede, dilatação da câmara esquerda, 

fibrose e morte celular por ativação de apoptose e/ou autofagia (KONSTAM et al., 2011). 

A taxa de morte de cardiomiócitos no tecido remanescente é um preditor da gravidade do 

remodelamento e determinará a taxa de progressão para IC (ABBATE; NARULA, 2012). 

O diagnóstico clínico de remodelamento ventricular é baseado na sintomatologia 

e na detecção de alterações morfológicas, incluindo alterações no diâmetro da cavidade, 

massa (hipertrofia e atrofia), geometria (espessura e forma da parede de ambos 

ventrículos), áreas de cicatriz após infarto e fibrose (COHN et al., 2000). Os métodos 

mais utilizados para detectar essas alterações são exames de imagem, como 

ecocardiografia, ventriculografia e ressonância magnética nuclear (ANAND et al., 2002). 

1.4 Remodelamento ventricular: mecanismos fisiopatológicos 

Diversas vias moleculares convergem no remodelamento cardíaco adverso. Por 

exemplo, evidências descrevem que a perda de cardiomiócitos pode ocorrer por necrose, 

apoptose ou autofagia, enquanto fibrose ocorre por meio da proliferação de fibroblastos 
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e reorganização da matriz extracelular (BURCHfiELD et al., 2013; WHELAN et al., 

2010). 

Apoptose ou morte celular programada de células cardíacas promove perda de 

tecido viável que pode ter um efeito desastroso sobre a geometria e a função ventricular, 

processo fundamental na progressão para IC (VAN et al., 2005). Ocorre degeneração e 

fragmentação da célula e formação de corpos apoptóticos que são fagocitados por 

macrófagos, mecanismo que não gera estímulos inflamatórios (WHELAN et al., 2010). 

A apoptose pode ser controlada e ativada por via de sinalização intrínseca (mitocondrial) 

e extrínseca (disparada por receptores de membrana plasmática), sendo que ambas vias 

culminam na ativação de caspases, família de proteínas que induz apoptose (WHELAN 

et al., 2010). Os estímulos pró-apoptóticos são transmitidos, em sua maioria, através da 

via intrínseca, que pode ser ativada por mecanismos de dano oxidativo celular, toxinas, 

ativação de vias de sinalização de sobrevivência, dentre outros (TRACHOOTAM et al., 

2008). A formação de poros e a permeabilidade mitocondrial é regulada pelo balanço 

entre proteínas Bcl-2 (anti-apoptótica) e Bax (pró-apoptótica) (TRACHOOTAM et al., 

2008). Abbate e cols (2003) evidenciaram que a apoptose de cardiomiócitos foi 

determinante para o remodelamento desfavorável do VE e insuficiência sintomática 

precoce em humanos, com causa morte atribuída ao IAM. 

Outro importante contribuinte para o remodelamento ventricular é a autofagia 

sustentada, um processo catabólico que ocorre em resposta ao estresse, direcionando 

proteínas, macromoléculas e organelas para a degradação lisossomal (GURUSAMY et 

al., 2009). Durante a autofagia, diversos constituintes citosólicos são envolvidos por 

vesículas de membrana dupla, autofagossomos, que depois se fundem com os lisossomos 

ou com o vacúolo para degradar sua carga (GATICA et al., 2015). A falha em 

mecanismos de controle fino da autofagia, causa ativação de morte celular, contribui para 

o processo de transição no remodelamento cardíaco patológico (ZHU et al., 2007). A 

ativação exacerbada de mecanismos autofágicos em fibroblastos cardíacos produz 

degradação aumentada do colágeno Tipo 1, prejudicando a integridade da matriz 

extracelular (LAVANDERO et al., 2015). Em cardiomiócitos de camundongos 

transgênicos, a elevada rexpressão de beclina 1, proteína necessária para formação do 

autofagossomo, amplifica substancialmente o remodelamento adverso (MOSCAT; 

DIAZ-MECO, 2009). 

Além disso, redução de contratilidade pode ser causada por disfunção 

mitocondrial e anormalidades metabólicas, contribuindo para a disfunção cardíaca 
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(BURCHfiELD et al., 2013; WHELAN et al., 2010). A homeostase do cálcio e 

consequentemente, prejuízo no acoplamento excitação-contração em cardiomiócitos 

também pode ser prejudicado durante o remodelamento ventricular. Ocorre deficiência 

na liberação e captação do íon cálcio (Ca2+) pelo retículo sarcoplasmático, mecanismos 

mediados por proteínas como Cálcio ATPase SERCA, fosfolamban e receptores 

rianodina (LEHNART et al., 2009). Portanto, o mecanismo de remodelamento reduz a 

oferta de cálcio durante a sístole e aumenta a concentração de cálcio na diástole, 

prejudicando tanto o mecanismo de contração quanto o de relaxamento (AZEVEDO et 

al., 2016). O desequilíbrio do Ca2+, além promover disfunção sistólica e arritmias, pode 

interferir em processos como o crescimento hipertrófico, metabolismo energético, função 

mitocondrial e sobrevivência celular (BURCHfiELD et al., 2013). Essas alterações são 

manifestadas por mudanças na geometria do coração (passando de uma forma elíptica 

para esférica) e hipertrofia, podendo comprometera fração de ejeção (SCHIRONE et al., 

2017). 

A inflamação e a oxidação também afetam diretamente a contratilidade cardíaca 

e o relaxamento. A resposta inflamatória exacerbada induzida por macrófagos e 

monócitos pós-infarto prejudica o processo de cicatrização do tecido danificado, 

induzindo fibrose, remodelamento adverso e redução da contratilidade (ANZAI, 2018). 

Além disso, a ativação neuro-hormonal, induzida pelo sistema renina-angiotensina-

aldosterona, aumenta a síntese de proteínas envolvidas na inflamação, estimulando o 

estresse oxidativo e a morte celular de cardiomiócitos (SCHIRONE et al., 2017). Pós 

injúria cardíaca, a sinalização inflamatória é sustentada através da regulação positiva da 

liberação de citocinas, levando à proliferação de fibroblastos e ativação de 

metaloproteinases (FRANGOGIANNIS 2012). 

Evidências sugerem que mecanismos de dano oxidativo e desequilíbrio na 

sinalização redox, associados à alteração no metabolismo energético ventricular 

desencadeiam cascatas de sinalização hipertrófica e dilatação da câmara cardíaca, 

resultando em perda progressiva de cardiomiócitos, fatores que conjuntamente 

prejudicam progressivamente a função cardíaca (TAKIMOTO et al., 2007; TSUTSUI et 

al., 2011).  

1.5 O impacto do estresse oxidativo no remodelamento ventricular 

 O desequilíbrio redox intracelular também contribui para o remodelamento 

ventricular adverso, sendo este mecanismo ativado pelo aumento da produção de espécies 
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reativas de oxigênio (EROs) e/ou nitrogênio (ERNs), subprodutos do metabolismo 

aeróbico (SANTOS et al., 2011; SHAH; CHANNON, 2004). Estas espécies incluem o 

ânion superóxido (O2•-), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxil (•OH), óxido 

nítrico (NO) e peroxinitrito (ONOO-), dentre outros, que são capazes de oxidar proteínas, 

lipídios e ácido desoxirribonucleico prejudicando a homeostase das células cardíacas 

(BELLÓ-KLEIN et al., 2014; KEMP; CONTE, 2012). Neste contexto, as altas 

concentrações de oxidantes em relação a sistema de defesa antioxidante intrínseco 

promovem dano e perturbam a homeostase celular, caracterizando o estresse oxidativo 

e/ou nitrosativo (SIES, 1985). Mais recentemente, o estresse oxidativo foi definido como 

uma situação em que a concentração de EROs no estado estacionário pode ser transitória 

ou cronicamente aumentada, perturbando o metabolismo celular e sua regulação, além de 

prejudicar os constituintes celulares (LUSHCHAK, 2011). Ainda, o termo “distress” tem 

sido relacionado a uma definição mais atual (NIKI, 2016). Interessantemente, uma 

classificação para o estresse oxidativo, baseada em níveis de intensidade, tem sido 

proposta em sistemas biológicos, sendo classificada em estresse oxidativo basal, estresse 

oxidativo de baixa intensidade, estresse oxidativo de intensidade intermediária e estresse 

oxidativo de alta intensidade, diferenças decorrentes a concentração de indutores (EROs) 

e parâmetros finais avaliados (LUSHCHAK, 2014). 

 O acúmulo de espécies oxidantes sobrecarrega o sistema antioxidante enzimático 

primário, gerenciado pelas enzimas superóxido dismutase (SOD; converte ânion 

superóxido em peróxido), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), ambas 

conjuntamente reduzem H2O2 em água (WALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007). Em 

relação as defesas antioxidantes não-enzimáticas, destaca-se o papel da glutationa na 

remoção de EROs. Composta por aminoácidos que contêm grupos tióis (glutamato, 

cisteína e glicina), a forma reduzida da glutationa (GSH) serve como doador de elétrons 

para a redução de peróxidos, reação catalisada pela enzima GPx, sendo convertida em 

glutationa oxidada (GSSG). A reciclagem da glutationa ocorre pela ação da glutationa 

redutase (GR), que catalisa a conversão de GSSG a GSH, pela transferência de elétrons 

do nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) mantendo íntegro o principal 

sistema de proteção antioxidante celular não enzimático (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

1999; VASCONCELOS et al., 2007). Além disso, a GSH reage não enzimaticamente 

com radicais como O2•-, •OH e ONOO-, atuando como um varredor direto de EROs 

(JONES, 2002).  
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Adicionalmente, o sistema tiorredoxina, incluindo a tiorredoxina (TRx), 

tiorredoxina redutase (TRxR) e NADPH que formam um sistema integrado adicional às 

defesas antioxidantes das células, funcionando como poderosa proteína dissulfeto 

oxidorredutase (TSUTSUI et al., 2011). 

Diversos trabalhos demonstram os efeitos deletérios do desequilíbrio redox sobre 

a função ventricular (BELHAJ et al., 2013; CASTRO et al., 2014; DAI et al., 2011). Por 

exemplo, em um modelo de hipertensão arterial pulmonar a falência do ventrículo direito 

foi associada à regulação negativa da proteína de resposta ao estresse heme oxigenasse-1 

(HO-1) e a ativação de processos inflamatórios locais (BELHAJ et al., 2013). Shiomi e 

cols. (2004) demonstraram significativa redução no remodelamento do VE após IAM em 

camundongos transgênicos que superexpressam a glutationa peroxidase, uma importante 

enzima antioxidante. Tanto a modulação do balanço redox, quanto a administração 

exógena de tiorredoxina estão associados à cardioproteção e prevenção do 

remodelamento mal adaptativo, por redução de apoptose de cardiomiócitos em modelo 

de IAM (CASTRO et al., 2014; TÃO et al., 2006). Em outro trabalho, a superexpressão 

de catalase mitocondrial em camundongos transgênicos com cardiomiopatia hipertensiva, 

reduziu tanto a fibrose quanto a hipertrofia, sugerindo que terapias antioxidantes podem 

prevenir o remodelamento (DAI et al., 2011). 

De fato, o acúmulo de EROs e o estresse oxidativo não só estão associados ao 

dano direto a biomoléculas e organelas, mas também se relacionam à modulação das vias 

de sinalização intracelular que regulam o remodelamento cardíaco (Figura 3) (ZHANG 

et al., 2016). Muitas proteínas que participam destas vias de sinalização sofrem regulação 

redox, podendo direcionar respostas de estresse adaptativas ou mal adaptativas, sendo o 

equilíbrio entre essas vias determinante para adaptação ou falha em condições patológicas 

de sobrecarga ventricular (SANTOS et al., 2011; TRACHOOTAM et al., 2008). 

Interessantemente, o •OH é capaz de causar oxidação severa e disfunção cardíaca mal 

adaptativa, mesmo em concentrações muito baixas (escala subnanomolar), enquanto que 

as EROs menos oxidativas (como O2•-, H2O2 e NO) estão comumente envolvidas na 

transdução do sinal em cardiomiócitos, gerando impacto em respostas cardíacas tanto 

adaptativas, quanto mal adaptativas (SANTOS et al., 2011). 
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Figura 3: Potenciais alvos moleculares das EROs durante o remodelamento 

ventricular e insuficiência cardíaca. Adaptado de Tsutsui et al., 2011. EROs: espécies 

reativas de oxigênio; MAPK: proteínas quinases ativadas por mitógenos; JNK: quinase 

c-Jun N-terminal; p-38: p-38 MAP-quinase; AKT: serina/treonina quinase; NF-κB: fator 

nuclear kappa B; Ca2+ATPease: bomba transportadora cálcio. 

 

A sinalização redox envolve a oxidação dos resíduos de cisteína de proteínas 

mediada por H2O2. Esta espécie oxida o ânion tiolato, gerando a forma sulfênica (Cys-

SOH) e causando alterações alostéricas dentro da proteína que alteram sua função. A 

forma sulfênica pode ser reduzida pelas enzimas dissulfeto redutases, como Trx e 

glutaredoxina (Grx), para retornar à função da proteína ao seu estado original 

(WINTERBOURN; HAMPTON, 2008). Assim, a oxidação de primeiro grau dos resíduos 

de cisteína em proteínas serve como um mecanismo de transdução de sinal reversível 

(SCHIEBER; CHANDEL, 2014).  

Modificações redox pós-tradução para proteínas miocárdicas pode afetar a 

conformação, estabilidade e atividade de diversos receptores, transportadores iônicos 

(bombas/trocadores/canais), proteínas cinases, fosfatases, caspases, translocadores 

(GTPases), fatores de transcrição, assim como proteínas estruturais/contráteis, 

perturbando a homeostase cardíaca (SANTOS et al., 2011). As EROs exercem efeitos 

centrais sobre a fibrose e remodelação da matriz extracelular em cardiomiócitos, por 

estimular a proliferação de fibroblastos cardíacos e ativar as metaloproteinases da matriz 

mitocondrial (MMPs) (DUARTE et al., 2009). As espécies reativas também 

26



27 
 

desempenham um papel importante na estimulação hipertrófica acoplada à proteína G, 

por meio da estimulação α-adrenérgica e da angiotensina II (KASS; TAKIMOTO, 2007). 

Dentre os principais mediadores de sinalização induzidos por EROs estão 

proteínas quinases como quinase regulada por sinal extracelular 1 e 2 (ERK1/2), quinase 

c-Jun N-terminal (JNK), p-38 MAP-quinase (p38) e serina/treonina quinase (AKT). A 

ativação das proteínas ERK1/2 e AKT é induzida por baixas concentrações de EROs e 

está associada a sobrevivência e citoproteção na adaptação cardíaca (KWON et al., 2003). 

Por outro lado, as proteínas ativação da JNK e p38 são estimuladas em resposta ao 

estresse oxidativo, desencadeando apoptose e contribuindo para a progressão da IC (LOU 

et al., 2005). Altas concentrações de EROs participam de mecanismos de apoptose através 

da ativação de cinases de sinalização pró-apoptóticas e por dano oxidativo mitocondrial, 

enquanto que efeitos opostos foram observados, quando as EROs se mantêm em níveis 

baixos (KASS; TAKIMOTO, 2007). Adicionalmente, outras proteínas redox sensíveis 

são particularmente importantes para a função e homeostase de cardiomiócitos, incluindo 

proteína cinase A (PKA) (BRENNAN et al., 2006), proteína cinase G (PKG) 

(BURGOYNE et al., 2007), receptor de rianodina (RyR) (XU et al., 1998), e histona 

desacetilase de classe II (AGO et al., 2008). 

Finalmente, os EROs influenciam diretamente a função contrátil, modificando as 

proteínas centrais para o acoplamento excitação-contração. Isso inclui a modificação de 

grupos -SH no receptor de rianodina (aumentando o tempo de abertura) e interação 

oxidativa e nitrosativa com Ca2+ ATPase reticular sarcoplasmática para inibir a captação 

de Ca2+ (KASS; TAKIMOTO, 2007). 

De fato, a compreensão dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos no processo 

de hipertrofia e remodelação cardíaca é fundamental para o desenvolvimento de novos 

alvos terapêuticos, principalmente porque as taxas de mortalidade relacionadas ao 

remodelamento/disfunção cardíaca permanecem elevadas (RABABA'H et al., 2018). 

Neste contexto, a identificação de novos compostos com eficácia biológica e clínica é 

necessária para expandir as opções terapêuticas a fim de prevenir/tratar o remodelamento 

ventricular mal-adaptativo e progressão para IC (SCHIRONE, 2017). 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

 Avaliar a toxicidade, determinar a dose terapêutica, potencial antioxidante do 

pterostilbeno complexado à ciclodextrina (complexo PTS:HPβCD), bem como seu efeito 

sobre parâmetros funcionais e na modulação de vias redox sensíveis no ventrículo direito 

e esquerdo de ratos com insuficiência cardíaca. 

2.2 Objetivos Específicos 

Explorar aspectos tecnológicos farmacêuticos (a fim de melhorar solubilidade do PTS), 

assim como determinar um curva de dose efetiva e segura, mediante à: 

✓ Complexação do pterostilbeno com hidroxipropil-β-ciclodextrina.  

✓ Caracterização do complexo PTS:HPβCD formado sob o ponto de vista químico 

e físico. 

✓ Avaliação de três diferentes doses do complexo PTS:HPβCD, sobre parâmetros 

morfométricos de órgãos, capacidade antioxidante, função hepática, metabolismo 

da glicose e apoptose no fígado de ratos.  

Determinar ação do complexo PTS:HPβCD em ratos com insuficiência ventricular 

direita, mediante a: 

✓ Indução de Cor pulmonale por meio do modelo de hipertensão pulmonar por 

administração de monocrotalina. 

✓ Medida de parâmetros hemodinâmicos, morfométricos e ecocardiográfico do VD  

✓ Identificação do impacto sobre a lipoperoxidação, carbonilação de proteínas, 

concentração de espécies reativas, concentração de sulfidrilas, e conteúdo de GSH 

e GSSG. 

✓ Investigação do efeito sobre a atividade de enzimas antioxidantes, como 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), 

glutationa-S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e glutarredoxina (GRx)  
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✓ Avaliar o efeito do tratamento com o complexo PTS:HPβCD sobre proteínas 

responsáveis pela contratilidade (serca, fosfolamban) no VD de ratos submetidos 

ao remodelamento maladaptativo causado por Cor pulmonale. 

Identificar o efeito do complexo PTS:HPβCD em ratos com insuficiência ventricular 

esquerda, por meio da: 

✓ Indução do infarto do miocárdio pela ligadura da coronária esquerda descendente. 

✓ Avaliação da lipoperoxidação, conteúdo de GSH, GSSG e GSH/GSSG, bem 

como sobre a atividade da GR, GST, TRx e GRx. 

✓ Determinação da expressão de Nrf2 no remodelamento do VE pós IAM. 

✓ Avaliação da expressão de proteínas envolvidas na sinalização para a 

sobrevivência (AKT total e fosforilada), assim como, para apoptose (GSK-3β total 

e fosforilada). 
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3. Abordagem Metodológica 

3.1 Reagentes 

PTS foi adquirido da Changha Organic Herb (Changha, China). HPβCD fornecida 

pela Roquette Frères (Lestrem, França). Todos os reagentes utilizados foram de grau 

analítico ou grau HPLC. 

3.2 Preparo do complexo PTS:HPβCD 

A HPβCD foi utilizada para promover a solubilidade do PTS em meio aquoso, por 

meio de sua complexação. O complexo PTS:HPβCD foi obtido através da solubilização 

de 0,3 M de HPβCD em água, seguida da adição do PTS 0,6 M, sob agitação a 37°C por 

72 horas (YEO et al., 2013). Posteriormente, a mistura foi filtrada e o teor de pterostilbeno 

determinado no filtrado utilizando cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), 

método adaptado de Lin e cols. (2009). O filtrado contendo o complexo PTS:HPβCD foi 

seco por liofilização (liofilizador modular Edwards MODULYO 4K), resultando num 

produto sólido. 

3.3 Preparo da mistura física PTS:HPβCD 

 Para comparação, uma mistura física contendo PTS e HPβCD foi preparada em 

gral de vidro. PTS e HPβCD foram pesados com precisão na proporção molar de 1:1 

(m/m) e cuidadosamente misturados durante 30 min. 

3.4 Caracterização do complexo PTS:HPβCD 

3.4.1 Análise térmica 

A análise térmica foi realizada por meio  de calorimetria diferencial de 

exploratória (DSC) com o intuito de registrar a variação de energia calorífica de uma 

substância em função da temperatura. Para este método foi utilizado o calorímetro 

Shimadzu DSC-60. Para esta metodologia foram utilizados cerca de 1 a 2 mg das 

amostras: pterostilbeno,  HPβCD,  mistura física e  complexo (PTS:HPβCD) secos por 

liofilização. As seguintes condições foram empregadas na análise: atmosfera de 

nitrogênio de 50 mL.min-1, e resolução de 10°C.min-1 (25 a 400°C). Os dados foram 

obtidos utilizando TA Analysis Software. 
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3.4.2 Espectroscopia no infravermelho 

Os espectros no infravermelho de transformada de Fourier foram obtidos em 

espectrômetro Spectrum BX FTIR equipado com um acessório ATR MIRacle. Foram 

acumuladas vinte varreduras para todas as amostras (PTS, HPΒCD, complexo e mistura 

física PTS:HPΒCD), no intervalo de 4000-400 cm-1 com taxa de varredura de 4 cm-1. 

3.4.3 Análise por ressonância magnética nuclear de prótons 

A análise por ressonância magnética nuclear (¹H RMN) foi realizada utilizando-

se espectrômetro Bruker ASCEND 400 MHz e D2O como solvente. Os espectros de ¹H 

RMN unidimensionais foram adquiridos sob condições padrão. Espectros homonucleares 

2D-ROESY bidimensionais foram obtidos a fim de obter informações sobre as interações 

entre PTS: HPβCD, no complexo e mistura física. 

3.4.4 Potencial antioxidante de captura radical total (TRAP) 

O TRAP mede a capacidade antioxidante total, baseando-se na decomposição do 

dicloridrato de 2,2'-Azobis (2-amidinopropano), que gera radicais livres e emite luz. Estes 

radicais, por sua vez, reagem com o luminol, formando outro radical livre mais energético 

com maior emissão de luz, que é mais facilmente detectado pelo contador-beta (LKB 

Rack Beta Liquid Scintillation Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Brommma, 

Suécia) (LISSI; PASCUAL; CATILHO 1942). 

3.5 Estudos in vivo 

3.5.1 Animais 

Para este estudo foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando 250 g, 

provenientes do CREAL-UFRGS. Os animais foram mantidos no Biotério Setorial do 

Departamento de Farmacologia, agrupados (n = 4/caixa) em caixas de polipropileno (33 

x 17 x 40 cm), sob condições de iluminação claro/escuro de 12 horas, temperatura (22 ± 

2º C) e umidade (55%) controladas, com livre acesso à água e alimento. 

3.5.2 Cálculo Amostral  

Para a indução do modelo de remodelamento ventricular direito, o tamanho 

amostral foi calculado pelo do programa Sigma Plot 11.0. No cálculo do tamanho da 
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amostra, foram considerados probabilidade de erro α = 0.05 e poder do teste estatístico 

(1-β probabilidade de erro) = 0.95. Para o experimento envolvendo o modelo de Cor 

pulmonale (experimento 1), o n calculado foi 10 animais por grupo experimental (8 

grupos). No entanto, de acordo com resultados encontrados na literatura, taxa de 

mortalidade nos animais tratados com monocrotalina para indução da insuficiência 

cardíaca direita (ICD) é de aproximadamente 25%. Assim, nos grupos de animais (MCT) 

induzidos a insuficiência cardíaca, é recomendado acrescentar mais 4 animais ao tamanho 

amostral calculado (SOUZA-RABBO et al., 2008). Portanto, para o experimento 1 foram 

necessários 96 animais. 

Para indução do remodelamento ventricular esquerdo decorrente do infarto do 

miocárdio, o tamanho amostral foi calculado através do programa Sigma Plot 11.0, sendo 

considerados probabilidade de erro α = 0,05 e poder do teste estatístico = 0,80. O tamanho 

de efeito calculado foi = 0,7 baseando-se nos valores de médias e desvios padrões entre 

os grupos SHAM e IAM para o parâmetro fração de ejeção (%EF) apresentados no 

trabalho de Teixeira e cols. (2017). O n calculado, portanto, foi de 8 animais por grupo 

(3 grupos experimentais), totalizando 24 animais. 

3.5.3 Desenho Experimental 

 Para determinar os efeitos do complexo PTS:HPβCD sobre o remodelamento do 

VD e VE foram utilizados dois diferentes modelos experimentais, como se segue. 

3.5.3.1 Remodelamento do VD: indução da hipertensão arterial pulmonar e demais 

procedimentos 

Hipertensão arterial pulmonar induz remodelamento do ventrículo direito e 

progressão para insuficiência cardíaca. Neste modelo experimental, foram utilizados 64 

ratos Wistar machos, adultos, divididos em grupo controle (CTR; n=7) e grupo submetido 

ao modelo de hipertensão pulmonar (MCT; n=7-8). A hipertensão pulmonar foi induzida 

pela administração do alcaloide monocrotalina (Crotaline – C240 SIGMA) 60mg/kg via 

intraperitoneal (SINGAL et al., 2000). Após 7 dias da indução (período para o 

desenvolvimento da doença cardíaca direita), tanto os animais CTR como MCT 

receberam doses diárias do complexo PTS:HPβCD correspondentes a 25, 50 ou 100 

mg/kg/dia de PTS (grupos: MCT25; MCT50; MCT100, respectivamente) ou veículo 

(solução aquosa com HPβCD) (grupos: CTR0 e MCT0), via gavagem, por um período de 
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14 dias. Ao final do período experimental, os animais foram anestesiados com xilazina 

(20 mg/kg i.p) e ketamina (90 mg/kg i.p.) e submetidos à avaliação da função ventricular 

direita por meio de ecocardiografia. Ainda sob o efeito da anestesia, foi realizado 

cateterismo da veia jugular para avaliação dos parâmetros hemodinâmicos. 

Posteriormente, os animais foram eutanasiados, sendo o fígado, o coração e os pulmões 

retirados e pesados.  Os ventrículos foram separados e pesados, e o VD utilizado para as 

análises bioquímicas e moleculares. 

Durante a avaliação ecocardiográfica, as imagens foram obtidas por modo 

bidimensional e modo-M (Philips HD7 Ultrasound System; Andover, MA, EUA), 

utilizando um transdutor S12-4 (Philips; Andover, MA,5USA). Para determinar a função 

sistólica e diastólica direita, os seguintes parâmetros foram avaliados: fração de 

encurtamento (FEC), mudança de área fracional (FAC), excursão sistólica do plano do 

anel da tricúspide (TAPSE) e razão E/A (RUDSKI et al., 2010). 

 Os parâmetros hemodinâmicos foram determinados para estimar os efeitos do 

complexo PTS:HPβCD sobre a função cardíaca. A monitorização da pressão sistólica 

(PSVD mmHg) e diastólica final do VD (PDFVD mmHg) foi mensurada pela canulação 

do VD, com auxílio de um cateter conectado a um transdutor e amplificador de pressão 

(SCHENKEL et al., 2010). A partir dos registros da onda de pressão ventricular direita e 

detecção de pontos máximos e mínimos de cada ciclo cardíaco, foram obtidos os valores 

positivos da derivada de contração (dP/dtmáx) e negativos da derivada de relaxamento 

(dP/dtmin) que foram em mmHg/s (SOUZA-RABBO et al., 2008). 

 O peso dos animais foi monitorado (2 vezes/semana) para correção de dose do 

complexo PTS:HPβCD e verificar o efeito do tratamento sobre a variação de peso 

corporal. A fim de determinar o aumento de massa muscular do coração, foi utilizado o 

índice de hipertrofia do VD, calculado pela razão do peso em grama do ventrículo direito 

e esquerdo pelo comprimento da tíbia multiplicado por cem e expresso em porcentagem 

(HU et al., 2003). 

3.5.3.2 Remodelamento do VE: indução do infarto agudo do miocárdio e demais 

procedimentos 

O infarto agudo do miocárdio foi produzido por método cirúrgico previamente 

descrito por Johns e Olson (1954). Anterior ao procedimento cirúrgico, os animais foram 

anestesiados (ketamina 90 mg/kg e xilazina 20 mg/kg, i.p.) e submetidos a uma ligadura 

cirúrgica dos ramos anteriores descendentes da artéria coronária esquerda (grupo AMI) 
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ou a uma operação simulada em que todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados, 

exceto a sutura em torno da artéria coronária (grupo SHAM). Para minimizar a dor e o 

desconforto no pós-operatório, todos os animais foram tratados durante três dias com 

analgésicos tramadol (12,5 mg/kg, via subcutânea, de 12/12 horas) e dipirona (50 mg/kg, 

por gavagem, de 12/12 horas). Sete dias após o procedimento cirúrgico, os animais foram 

submetidos a uma avaliação ecocardiográfica para confirmar a eficácia da cirurgia de 

infarto e foram divididos em três grupos: animais simulados (grupo SHAM), animais 

infartados não tratados (grupo IAM) e animais infartados e tratados (Grupo IAM + PTS). 

Posteriormente, os ratos IAM + PTS começaram a receber o complexo PTS: HPβCD em 

dose correspondente a 100 mg/kg/dia de PTS (AMI + PTS) e os ratos SHAM e AMI 

receberam o veículo (solução aquosa com HPβCD), diariamente por administração oral, 

por 8 dias. A dose de 100 mg/kg/ dia foi selecionada com base em resultados anteriores 

do nosso grupo de pesquisa, evidenciados no VD (Lacerda et al., 2017). A mortalidade, 

avaliada 24 h após o procedimento cirúrgico, foi de aproximadamente 10%. 

A função cardíaca esquerda foi analisada por ecocardiografia, 14 dias após a 

cirurgia. Os ratos foram anestesiados (ketamina 90 mg/kg e xilazina 20 mg/kg, i.p.) e 

colocados na posição de decúbito lateral esquerdo (45°) para obter imagens cardíacas. O 

sistema de ultra-som Philips HD7 XE com um transdutor L2-13 MHz foi utilizado. As 

áreas transversais sistólica e diastólica do ventrículo esquerdo (cm2) foram obtidas pelo 

rastreamento da borda endocárdica em três níveis: basal, médio e apical. Os diâmetros 

sistólico e diastólico do ventrículo esquerdo (cm) foram medidos usando o Modo-M 

(NOZAWA et al., 2006). A variação da área fracionada (%), medida como FAC = (área 

diastólica, área sistólica/área diastólica) × 100, foi utilizada para determinar a função 

contrátil e a função ventricular esquerda (NOZAWA et al., 2006). Em cada plano 

transversal ecocardiográfico, o arco correspondente aos segmentos com infarto (I) e o 

perímetro endocardial total (EP) foram medidos na diástole final. O tamanho do infarto 

(IS) foi estimado como% IS = (I / EP) × 100 (TAVARES et al., 2010).  

Após o período experimental, os animais foram eutanasiados, o VE foi separado, 

pesado e utilizado para as análises bioquímicas e moleculares. 

3.5.4 Morfometria e índice de hipertrofia ventricular 

O peso dos animais foi monitorado (2 vezes/semana) para correção de dose do 

complexo PTS:HPβCD e verificar o efeito do tratamento sobre a variação de peso 

corporal. A fim de determinar o aumento de massa muscular do coração, foi utilizado o 
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índice de hipertrofia do VD e do VE, calculado pela razão do peso em grama do ventrículo 

direito e esquerdo pelo comprimento da tíbia multiplicado por cem e expresso em 

porcentagem (HU et al., 2003). A diferença entre o peso úmido e seco do pulmão e fígado 

foi utilizado para estimar congestão hepática e pulmonar (SINGAL et al., 2010). 

3.5.5 Preparo do homogeneizado 

 Amostras de VD e VE foram homogeneizadas (OMNI Tissue Homogeneizer, 

OMNI International, USA) durante 30 segundos em tampão KCl 1,15% (p/v) contendo 

1% (v/v) de inibidor de proteases (fluoreto de fenil metil sulfonil; PMSF).Os 

homogeneizados foram centrifugados (1358 xg, 20 min, a 4°C; ALC Multispeed 

Refrigerated Centrifuge PK 121R, Thermo Electron Corporation, USA), sendo o 

sobrenadante coletado para a determinação dos parâmetros bioquímicos. 

 Para as análises moleculares de Western Blotting, ambos homogeneizados de VD 

e VE foram preparados com tampão Tris HCl 100mM + EDTA 5mM, pH=7,4 (Cell Lise) 

e cloreto de potássio (KCl) 1,15 % na proporção de 1:10 (v/v) + fluoreto de fenil metil 

sulfonil (PMSF) e homogeneizados durante 30 segundos (OMNI Tissue Homogeneizer, 

OMNI International, USA). Ambas amostras foram centrfugadas a 8000 xg por 10 

minutos. A concentração de proteínas foi determinada pelo método de Lowry, utilizando-

se albumina sérica bovina como padrão (LOWRY; ROSEBROUGH, 1951). 

3.5.6 Ensaios bioquímicos e moleculares 

A metodologia dos diferentes ensaios bioquímicos e moleculares apresentados 

nesta tese está detalhadamente descrita na seção material e método contida nos artigos. 

As técnicas utilizadas estão listadas abaixo: 

✓ Dosagens séricas de função hepática e renal: proteínas totais, albumina, AST, 

ALT, GGT, ureia, creatinina, realizadas de acordo com metodologia descrita no 

kit comercial (LABTEST). 

✓ Avaliação de dano oxidativo tecidual: substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) (OHKAWA et al., 1979); lipoperoxidação (LPO) 

(GONZALEZ et al., 1991); carbonilas proteicas (REZNICK; PACKER, 1994). 

✓ Avaliação de espécies reativas totais: ROS total (LEBEL et al., 1992);  

✓ Avaliação de defesas antioxidantes: Conteúdo de sulfidrilas totais (AKSENOV; 

MARKESBERY, 2001); GSH e GSSG (AKERBOOM; SIES, 1981). 
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✓ Atividade de enzimas antioxidantes: SOD (MARKLUND, 1995); CAT (AEBI, 

1984); GPx (FLOHE, 1984); GR (ANDERSON, 1985); GST (MANNERVIK; 

GUTHENBERG, 1981); TRxR (HOLMGREN; BJORNSTEDT, 1995) GRx 

(HOLMGREN; ASLUND, 1995). 

✓ Expressão proteica por western blotting: AKT total e fosforilada; glicogênio 

sintase cinase 3- β (GSK-3β) total e fosforilada; Nrf2; fosfolamban e cálcio 

ATPease SERCA (LAEMMLI, 1970). 

3.5.7 Aspectos Éticos 

Este projeto foi devidamente aprovado pela Comissão de Ética na Utilização de 

Animais (CEUA/UFRGS), sob número 28218. Todos os procedimentos desse estudo 

ocorreram de acordo com a Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008, que estabelece normas 

para a Prática Didático-Científica da Vivissecção de animais; assim como àquelas 

contidas nos Princípios Internacionais Orientadores para a pesquisa Biomédica 

envolvendo Animais provenientes do Council for International Organizations of Medical 

Science (CIOMS) (GOLDIM, 1997).  
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4. Resultados 

Os resultados obtidos na presente tese estão apresentados no formato de Artigos. 

Para facilitar a organização e o entendimento, os resultados foram compilados e descritos 

em capítulos, como se segue: 

4.1 Capítulo I: Efeito do pterostilbeno complexado com ciclodextrina no fígado de ratos: 

potencial redução do estresse oxidativo e modulação de proteínas redox sensíveis 

4.2 Capítulo II: Pterostilbeno reduz estresse oxidativo, previne hipertrofia e preserva a 

função sistólica do ventrículo direito em modelo de Cor pulmonale 

4.3 Capítulo III: Pterostilbeno melhora o volume sistólico e o débito cardíaco em um 

modelo rato com insuficiência cardíaca direita através da modulação de proteínas do 

manejo de cálcio e estresse oxidativo 

4.4 Capítulo VI: Estilbenoide pterostilbeno preserva a função ventricular esquerda após 

infarto do miocárdio em ratos: possível envolvimento de proteínas tiois e modulação de 

GSK-3β fosforilada 
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Capítulo I 

4.1 Efeito do pterostilbeno complexado com ciclodextrina no fígado de ratos: 

potencial redução do estresse oxidativo e modulação de proteínas redox sensíveis 

Este capítulo aborda a metodologia utilizada na complexação do pterostilbeno à 

ciclodextrina para melhorar sua solubilidade e viabilizar sua administração pela via oral 

em ratos. Adicionalmente, descreve os resultados da caracterização do complexo obtido 

sob aspectos físicos e investiga seu potencial antioxidante e a modulação de proteínas 

redox sensíveis. 

 

Artigo Original intitulado: 

Effect of pterostilbene complexed with cyclodextrin on rat liver: potential 

reduction of oxidative damage and modulation redox sensitive proteins 

Este Artigo foi aceito para publicação no Periódico Medicinal Chemistry Research em 

31/07/18. DOI: 10.1007/s00044-018-2233-6. 
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Capítulo II 

4.2 Pterostilbeno reduz estresse oxidativo, previne hipertrofia e preserva a função 

sistólica do ventrículo direito em modelo de Cor pulmonale 

Neste capítulo reportamos os efeitos cardioprotetores do pterostilbeno sobre o 

ventrículo direito (VD) de ratos com hipertensão pulmonar. Neste trabalho sugerimos que 

o mecanismo terapêutico deste fitofenol pode estar relacionado a redução na produção de 

ânion superóxido dependente de NADPH oxidase, redução do estresse oxidativo, assim 

como prevenção da remodelação mal adaptativa resultando em proteção da função 

sistólica do VD. 

 

Artigo Original intitulado: 

Pterostilbene reduces oxidative stress, prevents hypertrophy and preserves systolic 

function of right ventricle in cor pulmonale model 

Este Artigo foi publicado no periódico British Journal of Pharmacology, 2017. DOI: 

10.1111/bph.13948. 
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Capítulo III  

4.3 Pterostilbeno, melhora o volume sistólico e o débito cardíaco em ratos: o papel 

da proteína SERCA e dos sistemas glutationa e glutarredoxina na insuficiência 

cardíaca direita 

No terceiro capítulo da presente tese mostramos que o pterostilbeno produz efeitos 

cardioprotetores em modelo de insuficiência cardíaca direita secundária a hipertensão 

arterial pulmonar, através da ativação do sistema da glutationa e enzimas antioxidantes 

tióis. Estes efeitos denotam a habilidade antioxidante multialvo do PTS associado à 

modulação da expressão da proteína ATPase SERCA, resultando em proteção da função 

cardíaca direita, evidenciado pela melhora do volume sistólico e débito cardíaco. 

 

Artigo Original intitulado: 

Pterostilbene improves cardiac function in a rat model of right heart failure 

through modulation of calcium handling proteins and oxidative stress 

Este Artigo foi publicado no periódico Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism, 

2020. DOI: 10.1139/apnm-2019-0864. 
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Capítulo IV 

4.4 Estilbenoide Pterostilbeno preserva a função ventricular esquerda após infarto 

do miocárdio em ratos: possível envolvimento de proteínas tiois e modulação de 

GSK-3β fosforilada  

Este capítulo aborda os efeitos farmacológicos do pterostilbeno sobre parâmetros 

antioxidantes e indução de apoptose no VE pós IAM. Neste estudo mostramos que o 

pterostilbeno modula a atividade de enzimas tiol-dependentes, aumenta a expressão de 

antioxidantes e eleva o limiar para a apoptose pós-infarto, resultando em uma redução da 

peroxidação lipídica e uma melhora da função sistólica. 

 

 

Artigo Original intitulado: 

Stilbenoid Pterostilbene Preserves Left Ventricular Function after Myocardial 

Infarction in Rats: Possible Involvement of Thiol Proteins and Modulation of 

Phosphorylated GSK-3β 

 

Artigo aceito para publicação no Periódico Free Radical Research em 26/07/18. DOI: 

10.1080/10715762.2018. 
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5. DISCUSSÃO GERAL 

Diversos estudos evidenciam propriedades terapêuticas do PTS, tanto em 

abordagens pré-clínica quanto clínica (RICHE et al., 2014; WU et al., 2017). Tais efeitos 

estão relacionados a ações antioxidante, anti-inflamatória, anticarcinogênica, anti-

hipertensiva, antidiabética dentre outras (BHAKKIYALAKSHMI et al., 2016; GUO et 

al., 2016; PARI; SATHEESH, 2006; YANG et al., 2013; Wang et al., 2016). Estes 

estudos, em sua maioria, utilizaram o PTS em suspensão, devido à lipofilia inerente ao 

composto, característica química que pode limitar a sua absorção nos fluidos 

gastrintestinais bem como sua biodisponibilidade oral (BETHUNE et al., 2011; HURST 

et al., 2007, JAMBHEKAR; BREEN, 2013). As substâncias administradas em solução 

aquosa são mais rapidamente absorvidas do que aquelas em suspensão, porque se 

misturam de forma mais efetiva com a fase aquosa do local absortivo, podendo exercer 

substancial efeito sobre a eficácia e a toxicidade de um composto (KHADKA et al., 2014). 

Então, a fim de aumentar a hidrossolubilidade e a estabilidade do PTS, além obter um 

perfil farmacocinético mais favorável para determinar a dose de PTS efetiva, optamos em 

produzir uma formulação utilizando a HPβCD como veículo.  

Neste estudo, o complexo PTS:HPβCD foi preparado por método em solução de 

acordo com Yeo et al., (2013). Mediante aos ensaios de caracterização do complexo 

obtido, verificamos a presença de interações entre as moléculas de PTS e HPβCD, 

sugerindo que a metodologia de complexação foi efetiva. Adicionalmente, mostramos 

pela primeira vez que a complexação com PTS pode ser confirmada usando a técnica de 

ressonância magnética nuclear (homonuclear 2D-ROESY ¹H), por meio da interação 

entre o hidrogênio Ha presente no anel aromático (anel A) do PTS com o hidrogênio (H5) 

presente no interior da cavidade da HPβCD. Foi possível verificar que a complexação 

com HPβCD aumentou a solubilidade do PTS cerca de 7000 vezes quando comparado ao 

PTS não complexado (em suspensão) (BETHUNE et al., 2011). Há relatos de que o 

aumento da hidrossolubilidade por complexação com ciclodextrina quadriplica a 

biodisponibilidade oral do PTS, aumentando sua concentração sérica e exposição 

tecidual, efeitos decorrentes da melhoria da absorção e saturação de mecanismos de 

eliminação hepática (CHOO et al., 2014; YEO et al., 2013). Embora a farmacocinética 

não tenha sido foco deste estudo, é importante conhecer o comportamento cinético do 

PTS no organismo para identificar a dose terapêutica, assim como risco de toxicidade.  
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Verificamos que a complexação não altera a capacidade antioxidante do PTS in 

vitro, e demonstra potencial antioxidante nos modelos in vivo aqui utilizados. Nossos 

resultados deixam claro que a dose mais alta testada (100 mg/kg) exerceu a maioria dos 

efeitos terapêuticos no fígado de ratos hígidos e no coração de ratos com insuficiência 

cardíaca (IC) e, que esta mesma dose parece não induzir efeitos tóxicos. Estas conclusões 

podem ser suportadas pela capacidade em aumentar antioxidantes não enzimáticos, 

reduzir a concentração de EROs totais e lipoperoxidação no fígado dos ratos. 

Corroborando nossos resultados, outros autores também destacam o efeito antioxidante 

do PTS no fígado de ratos (EL-SAYED et al., 2015; ACHARYA; GHASKADBI, 2013; 

PARI; SATHEESH, 2006). 

Poucos estudos avaliam os efeitos terapêuticos do PTS complexado a 

ciclodextrinas no coração, o que nos motivou a explorar diferentes vias sensíveis ao 

estado redox envolvidas com remodelamento mal adaptativo e progressão para IC, tanto 

no coração direito quanto no esquerdo. Neste contexto, utilizamos os modelos de 

remodelamento ventricular: na IC direita, causada por sobrecarga de pressão/volume 

(secundário a HAP); e ventricular na IC esquerda, devido à perda de tecido contrátil, 

causada por IAM.  

O complexo PTS:HPβCD também reduziu a hipertrofia do VD e a dilatação VE, 

demonstrando efeitos benéficos deste tratamento no remodelamento ventricular. 

Evidencias mostram que o PTS inibe a proliferação e crescimento de células musculares, 

eventos que estão relacionados ao desenvolvimento da hipertrofia (MCCORMACK; 

MCFADDEN, 2013; PARK et al., 2010). Neste estudo, verificamos que o PTS preservou 

a função sistólica evidenciado mediante avaliação ecocardiográfica. Houve aumento da 

variação de área percentual entre a diástole e a sístole final pela administração do PTS, 

tanto no ventrículo direito quanto no esquerdo, sendo esta variação descrita pela FAC, 

indicando melhora na função sistólica (LANG et al., 2015). Similarmente, o estilbeno 

resveratrol previne a hipertrofia e a disfunção sistólica esquerda em ratos hipertensos, 

efeitos atribuídos a redução de estresse oxidativo (THANDAPILLY et al., 2010). Por 

outro lado, as respostas específicas oriundas do VD ou VE em nosso protocolo 

experimental, podem ser decorrentes em parte, de características inerentes a cada 

ventrículo, embora, em nível celular, as respostas moleculares de remodelação (matriz 

extracelular e do citoesqueleto) de ambos ventrículos sejam em grande parte similares 

(REDDY; BERNSTEIN, 2015). Por exemplo, o VD e o VE diferem em sua carga de 

trabalho e, portanto, em suas necessidades energéticas e metabolismo mitocondrial. Com 
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base apenas na pós-carga ventricular, a carga de trabalho do VE é 5 vezes maior que o 

VD, devido à maior resistência vascular sistêmica comparada com o leito vascular 

pulmonar de baixa resistência (FRIEDBERG; REDINGTON, 2014). No estado 

patológico, embora haja aumento na produção de ROS em ambos ventrículos, o VD é 

mais suscetível ao estresse oxidativo do que o VE. Isto ocorre porque no VD as defesas 

antioxidantes fracassam mais precocemente, enquanto no VE permanecem intactas até 

um estágio mais avançado de falência (TSUTSUI et al., 2001; REDDY; BERNSTEIN, 

2015). De forma conjunta, essas diferenças poderiam explicar a especificidade das 

respostas encontradas em cada um dos ventrículos sob condições de remodelamento 

patológico.  

De fato, ao compararmos o impacto do complexo PTS:HPβCD nos desenhos 

experimentais aqui utilizados, encontramos alguns efeitos que foram comuns a ambos 

modelos. Dentre os efeitos comuns, mostramos que o complexo PTS:HPβCD reduziu a 

lipoperoxidação tanto no fígado quanto nos ventrículos direito e esquerdo. A oxidação de 

lipídeos ocorre pela perda de elétrons dos ácidos graxos polinsaturados da membrana 

celular para os radicais livres, formando radical peroxil (ROO•) que é posteriormente 

convertido em malondialdeído, por meio de uma série de reações em cadeia, alterando a 

arquitetura da membrana celular e mitocondrial (FRANKEL, 1984). Adicionalmente, os 

produtos de oxidação lipídica formam complexos que inativam proteínas, desencadeiam 

apoptose induzida pela via mitocondrial intrínseca, assim como medeiam a sinalização 

inflamatória (MCINTYRE; HAZEN, 2010). É importante notar que a lipoperoxidação 

contribui para o remodelamento cardíaco e acarreta disfunção ventricular (DUARTE et 

al., 2009). Similarmente ao nosso achado, recentes pesquisas fornecem evidências da 

habilidade do PTS para proteger células cardíacas e mitocôndrias hepáticas isoladas 

contra lipoperoxidação (ACHARYA; GHASKADBI, 2013; LIU et al., 2017; YU et al., 

2017). Semelhante ao α-tocoferol, a capacidade antioxidante do PTS frente à 

lipoperoxidação pode ser facilitada pela sua característica lipossolúvel, que permite 

facilmente sua difusão pela membrana plasmática celular, local onde as reações de 

oxidação de lipídeos ocorrem com notável frequência (TAPPEL, 1962). 

De forma agregada, outro importante contribuinte para o potencial terapêutico do 

complexo PTS:HPβCD sobre o remodelamento ventricular, comum tanto ao VD quanto 

ao VE, está centrado na modulação de enzimas tiois antioxidantes, como GST e GRx. 

Nossos resultados indicam que o complexo PTS:HPβCD estimulou a atividade da GST, 

uma transferase que catalisa a conjugação de GSH para uma variedade de compostos 
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eletrofílicos e substratos tóxicos, a qual promove desintoxicação celular e contribui de 

forma significativa para a manutenção do equilíbrio redox e sobrevivência celular (RÖTH 

et al., 2011; WU et al., 2004). Similar ao nosso resultado Ghazali e cols. (2013) e 

Satheesh, Pari (2006) também observaram aumento na atividade da GST após tratamento 

com PTS tanto em culturas de células hepáticas, quanto em tecidos renal e hepático, 

respectivamente. É importante ressaltar que a inibição da GST em cardiomiócitos 

submetidos à injúria oxidativa, resulta em apoptose por meio da ativação das proteínas da 

via MAP cinase (RÖTH et al., 2011). Interessantemente, detectamos que o complexo 

PTS:HPβCD modulou a atividade da GRx nos ventrículos de forma oposta, ou seja, 

aumentou a atividade da GRx no VD que foi reduzida pela Cor pulmonale, enquanto que 

no VE sua atividade foi reduzida. Esta resposta paradoxal pode estar relacionada à 

concentração de agentes estressores (EROs), ao estresse submetido e à ativação de 

sistema antioxidante específico nos diferentes ventrículos (LUSHCHAK, 2014). De fato, 

a HAP induzida pela MCT é considerada a forma mais agressiva da doença em modelos 

animais, tendo o estresse oxidativo como um importante mecanismo patológico 

(DUMITRASCU et al., 2008; SINGAL et al., 2004). De forma agregada, VD é mais 

sensível ao estresse oxidativo do que o VE, devido à falha precoce do seu sistema 

antioxidante (TSUTSUI et al., 2001; REDDY; BERNSTEIN, 2015). Dessa forma, o 

efeito estimulatório do PTS sobre a atividade da GRx, parece ser um importante 

mecanismo para minimizar os danos do estresse oxidativo neste tecido. Por outro lado, a 

administração do complexo PTS:HPβCD no VE intensificou a atividade enzimática de 

outros tiois, (como TRx e GST), a fim de recompor a homeostase do cardiomiócito e, 

restabeleceu em níveis basais a atividade da GRx. Então, supomos que devido a ação 

antioxidante do PTS, não foi necessária a ação do sistema da GRx, sendo a sua atividade 

poupada no VE. 

Ao observarmos em conjunto os resultados obtidos no VD, concluímos que 

complexo PTS:HPβCD apresenta habilidade antioxidante multialvo, dose dependente, 

evidenciadas pela capacidade de manter o ambiente intracelular mais reduzido, pela 

redução da lipoperoxidação e do estresse oxidativo. Estes efeitos podem ser decorrentes 

da baixa produção de ânion superóxido dependente de NADPH oxidase, associada a 

ativação do sistema da glutationa pelo aumento de disponibilidade de GSH e modulação 

da sua reciclagem. Concomitantemente, o complexo PTS:HPβCD estimulou o sistema 

antioxidante enzimático, através das enzimas SOD, GST e GRx. A inibição de NADPH 

oxidase pela administração do PTS é benéfica porque reduz a concentração de ânion 
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superóxido, uma espécie altamente produzida durante a hipertrofia do VD, que poderá 

originar outras EROs e contribuir para o dano tecidual e disfunção ventricular 

(KURODA; SADOSHIMA, 2010). O aumento intracelular de ânion superóxido origina 

altas concentrações de peróxido de hidrogênio, uma espécie com capacidade de inativar 

a SOD (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A melhora na atividade da SOD pode ser 

decorrente da capacidade redutora do PTS que transfere elétrons da sua hidroxila fenólica 

aos radicais livres (PERRON; BRUMAGHIM, 2009). Além disso, a disponibilidade de 

GSH elimina EROs e protege proteínas contra a oxidação e degradação proteasomal 

(forma dissulfetos com o grupamento tiol das proteínas) e ainda contribui para a eficiência 

antioxidante das enzimas GPx, GST e GRx (HANSCHMANN et al., 2013; LUSHCHAK, 

2012; NAGARAJAN et al., 2017). É importante ressaltar que a integridade deste sistema 

é fundamental para a sobrevivência de células cardíacas e, a ineficiência destas enzimas 

resulta em apoptose de cardiomiócitos (RÖTH et al., 2011; GALLOGLY et al., 2010). 

Assim, a modulação destes tiois pelo ressalta o potencial terapêutico deste fitofenol sobre 

o remodelamento ventricular direito.Adicionalmente, houve aumento da sinalização para 

o relaxamento do VD, favorecendo a contratilidade. Ambos mecanismos parecem 

prevenir a hipertrofia da parede livre do VD, resultando em proteção da função sistólica, 

melhora do volume sistólico e débito cardíaco. 

Ao na alisarmos os efeitos farmacológicos do complexo PTS:HPβCD sobre o VE 

pós IAM, verificamos que o sistema da glutationa não foi alterado, fato que nos 

surpreendeu por se tratar do antioxidante intracelular mais abundante, diferentemente do 

que foi observado no VD. Por outro lado, no VE o complexo PTS:HPβCD reduziu a 

lipoperoxidação, aumentou a atividade da GST assim como preservou a atividade da 

TRxR. Estas modulações preveniram a dilatação da câmara esquerda restabelecendo a 

função sistólica. Corroborando nosso resultado, outros autores também evidenciaram que 

o PTS exerce efeito positivo sobre atividade da GST, reduz a lipoperoxidação e o estresse 

oxidativo (PARI; SATHEESH, 2006; LIU et al., 2017). Embora, outros estudos também 

reportem que a administração do PTS produz efeitos cardioprotetores em miocárdio 

isquêmico (YU et al., 2017; LIU et al., 2017), este estudo é pioneiro em descrever que o 

complexo PTS:HPβCD aumenta a expressão de Nrf2 e da GSK-3β fosforilada em 

cardiomiócitos pós IAM, mecanismo que parece contribuir para o efeito antioxidante e 

cardioprotetor deste fitoquímico. Neste contexto, o mecanismo citoprotetor do PTS 

também pode ser relacionada a regulação da resposta antioxidante, através da síntese de 

antioxidantes por ativação transcricional de Nrf2 (Bhakkiyalakshmi et al., 2014; Elango 
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et al., 2014). Adicionalmente, a inibição de GSK-3β tem sido reportada como uma 

promissora terapia na recuperação da lesão miocárdica por isquemia/reperfusão, já que 

esta intervenção reduz a área de infarto e promove cardioproteção (MIURA et al., 2009). 

Adicionalmente, Yadav e cols. (2010) sugerem que a administração de inibidores de 

GSK-3β potencializa os efeitos cardioprotetores do pré-condicionamento isquêmico em 

ratos diabéticos. Além disso, há relatos de que GSK-3β fosforilada, além de inibir a 

sinalização apoptótica, pode inativar a degradação de Nrf2, favorecendo seu 

direcionamento para o núcleo celular, regulando positivamente a resposta antioxidante 

(ROJO et al., 2008). 

Na figura 4 pode-se observar um resumo esquemático do potencial farmacológico 

do complexo PTS:HPβCD em diferentes alvos. 

 

 

 

Figura 4: Potencial farmacológico do complexo PTS:HPβCD em diferentes alvos. AKT: 

serina/treonina quinase; CAT: catalase; EROs: espécies reativas de oxigênio; FAC: 

variação de área fracional; GSK-3β: glicogênio sintase quinase 3β; GRx: glutaredoxina; 

GSH: reduzida da glutationa; GSSG: glutationa oxidada; GST: glutationa-S-transferase; 

HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; IAM: infarto agudo do miocárdio; Nrf2: nuclear 

factorerythroid 2-related factor 2; SERCA: proteína cálcio ATPase; SOD: superóxido 

dismutase; TAPSE: excursão sistólica do plano do anel da tricúspide; TRxR: tiorredoxina 

redutase; VD: ventrículo direito; VE: ventrículo esquerdo. ↑: aumento; ↓: redução. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Na presente tese nosso foco inicial foi explorar os efeitos do complexo 

PTS:HPβCD sobre o remodelamento do VD, desta forma apresentamos mais resultados 

abordando diferentes mecanismos fisiopatológicos em modelo de Cor pulmonale 

comparado ao modelo de IAM. Uma justificativa plausível seria o fato do mecanismo de 

remodelamento e IC direita ser pouco estudada, apresentar-se como uma doença muito 

debilitante, com mau prognóstico e opções terapêuticas limitadas. Assim como no VD, 

os efeitos do PTS sobre o VE pós IAM são muito promissores, sendo novas investigações 

necessárias para identificar outros alvos farmacológicos deste fitoquímico durante a 

progressão e remodelamento pós IAM. 

De forma geral, o conjunto de resultados da presente Tese destaca o papel 

antioxidante do complexo PTS:HPβCD, especialmente na dose de 100 mg/kg, e sua 

modulação sobre a expressão proteínas de sinalização redox sensíveis tanto no no fígado 

quanto em ambos os ventrículos sob condições de remodelamento patológico. 

Adicionalmente, estes achados reforçam outros dados da literatura que apontam a 

participação de mecanismos de estresse na fisiopatologia desta doença. As ações 

cardioprotetoras do complexo PTS:HPβCD parecem prevenir o remodelamento 

ventricular e melhoram a função sistólica direita e esquerda, efeitos que provavelmente 

foram favorecidos pelo aumento da biodisponibilidade oral promovido pela presença da 

HPβCD no complexo. Diante disso, o complexo PTS:HPβCD poderia ser usado como um 

tratamento complementar a terapia farmacológica disponível a fim de minimizar os 

efeitos deletérios do desequilíbrio oxidativo sobre a homeostase e função cardíaca.  

 

7. PERSPECTIVAS 

Embora os resultados apontem para o potencial antioxidantes do PTS, outros alvos 

farmacológicos carecem ser explorados, tais como: 

 

✓ Determinar o efeito do tratamento com do complexo PTS:HPβCD sobre 

parâmetros inflamatórios, como interleucina 10 (IL-10) e interleucina 6 (IL-6), 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-), proteína de choque térmico Hsp 70 e fator 

nuclear kappa B (NF-B) sobre o remodelamento em Cor pulmonale e pós IAM; 
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✓ Explorar o efeito do tratamento com o complexo PTS:HPβCD sobre a sinalização 

apoptótica, através da expressão das proteínas Bcl2, Bax e caspase em ambos os 

modelos estudos na presente Tese; 

 

✓ Investigar se a administração do complexo PTS:HPβCD terá algum efeito sobre a 

autofagia tanto no VD quanto no VE, através da expressão das proteínas 

fosfoinusitol-3-cinase (PI3K), beclina 1, proteína alvo da rapamicina em 

mamíferos (mTOR); 

 

✓ Avaliar a biodisponibilidade oral e tecidual (Fígado, VD e VE) do complexo 

PTS:HPβCD comparado ao PTS não complexado. 

 

✓ Avaliar o efeito do complexo PTS:HPβCD quando co-administrado com fármacos 

já utilizados na clínica que constem nas diretrizes de tratamento da insuficiência 

cardíaca, como por exemplo, a associação com inibidor da fosfodiesterase 5 (o 

sildenafila) durante a Cor pulmonale experimental; e em modelo de IAM a 

administração concomitante com um betabloqueador (como metropolol) ou com 

um bloqueador do receptor de angiotensina (como losartana). 
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