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Resumo

O estilbenoide pterostilbeno (PTS), um constituinte fendlico altamente lipofilico,
vem se destacando devido ao seu potencial farmacoldgico evidenciado por seus efeitos
antitumoral, antidiabético e anti-inflamatorio, dentre outros, descritos tanto em estudos
pré-clinicos quanto clinicos. O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade, determinar
dose terapéutica, potencial antioxidante do pterostilbeno complexado a ciclodextrina
(complexo PTS:HPBCD), bem como seu efeito sobre pardmetros funcionais e modulacao
de vias redox sensiveis no ventriculo direito e esquerdo de ratos com insuficiéncia
cardiaca. O complexo PTS:HPBCD foi preparado por método em solugéo e caracterizado
por calorimetria diferencial de exploratoria (DSC), espectroscopia por infravermelho e
por ressonancia magnética nuclear. O teor de PTS no complexo foi quantificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Posteriormente, os efeitos
farmacoldgicas do complexo, nas doses correspondentes a 25, 50 e 100 mg/kg de PTS,
foram testadas sobre o estresse oxidativo e vias de sinalizagdo redox sensiveis no tecido
hepatico (Experimento ), no ventriculo direito (VD) (Experimento 1) e esquerdo (VE)
(Experimento I11). No experimento I, a fim de determinar toxidade e identificar a dose
terapéutica, foram avaliados no tecido hepatico de ratos alguns parametros oxidativos de
dano tecidual, nivel de antioxidante ndo enzimatico e a expressdo de proteinas redox
sensiveis como proteina cinase B (AKT) e glicogénio sintase cinase-3p (GSK-3[3) apos
14 dias da administragdo oral (gavage) do complexo PTS:HPBCD (25, 50 e 100
mg/kg/dia). A complexagdo demonstrou ser capaz de aumentar a solubilidade aparente
da PTS tornando possivel a administracdo da curva de dose, sem induzir dano hepatico
ou apoptose pelas doses administradas. Além disso, o complexo mostrou efeitos
antioxidantes dose-dependentes no figado dos ratos, evidenciados por uma reducdo na
peroxidacao lipidica e de espécies reativas de oxigénio, bem como por aumento no
contetido de antioxidante ndo enzimético. O complexo PTS: HPBCD também aumentou
a expressdo de proteinas redox sensiveis, como AKT e GSK-38, relacionadas a via de
sinalizacdo da insulina no figado. No experimento Il, a mesma curva de dose (25, 50 e
100 mg/kg/dia) administrada 1x ao dia durante 14 dias, foi testada sobre as alteragdes
inerentes ao remodelamento do VD induzido por hipertensdo arterial pulmonar (Cor
pulmonale), apds a administragdo do alcaloide monocrotalina (MCT). Ao final do
protocolo experimental, para avaliar a funcéo cardiaca os animais foram submetidos ao

cateterismo do VD e ecocardiografia. Os achados sugerem que complexo PTS:HPBCD,



de maneira dose-dependente, protege a funcédo sistdlica, previne a hipertrofia do VD,
reduz a concentracdo de anion superdxido dependente de NADPH oxidase, restaurou a
atividade da superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx), além de reduzir
a atividade da catalase (CAT). Adicionalmente, o complexo PTS: HPBCD aumentou o
conteudo de glutationa reduzida (GSH) e a razdo 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
reducdo do volume sistdlico e do débito cardiaco, reduziu a lipoperoxidacéo e aumentou
a expressao da proteina SERCA no VD de ratos tratados com MCT. Por outro lado, no
experimento III, foi testado o efeito do complexo PTS:HPBCD sobre o remodelamento
do VE pos infarto agudo do miocardio (IAM) em ratos. Neste protocolo experimental, o
IAM foi produzido por meio da ligadura cirargica dos ramos anteriores descendentes da
artéria corondria esquerda. Sete dias ap6s o procedimento cirdrgico, o complexo
PTS:HPBCD, na dose de 100 mg/kg/dia, foi diariamente administrado por via oral durante
8 dias. Os resultados mostraram que o complexo PBS:HPBCD diminuiu a peroxidagao
lipidica, preveniu a reducdo na atividade da tioredoxina redutase (TRXR) e aumentou a
atividade da GST e da GRx. Além disso, a expressdo do fator nuclear eritréide 2 (Nrf2) e
p-GSK-3p foi aumentada, enquanto a relacdo GSK-3f fosforilada/total foi reduzida no
VE dos animais infartados. Portanto, o conjunto de resultados da presente Tese destaca o
papel antioxidante do complexo PTS:HPBCD em ratos, especialmente na dose de 100
mg/kg, e sua modulacdo sobre a expressao proteinas de sinalizacdo redox sensiveis tanto
no figado quanto em ambos ventriculos sob condi¢Bes de remodelamento patoldgico. As
acOes cardioprotetoras do complexo PTS:HPBCD parecem prevenir o remodelamento
ventricular e melhoram a funcdo sistélica direita e esquerda, efeitos que provavelmente
foram favorecidos pelo aumento da biodisponibilidade oral promovido pela presenca da
HPBCD no complexo. Diante disso, o complexo PTS:HPBCD poderia ser usado como um
tratamento complementar a terapia farmacoldgica disponivel a fim de minimizar os

efeitos deletérios do desbalango oxidativo sobre a homeostase e fungéo cardiaca.



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:HPBCD), 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:HPBCD 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 I1)
and left ventricle (LV) (Experiment I11). 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-33 (GSK-3p) sensitive redox proteins were evaluated in rat hepatic tissue
after 14 days of the PTS:HPBCD 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:HPBCD 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:HPBCD complex also increased the
expression of sensitive redox proteins, such as AKT and GSK-38, related to insulin
signaling pathway in the liver. In Experiment 11, same doses (25, 50 and 100 mg/kg/day)
of PTS:HPBCD 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:HPBCD 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



glutathione peroxidase (GPx) activity, in addition to reducing catalase activity (CAT).
Moreover, PTS:HPBCD 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:HPBCD 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 Ill, the effect of the PTS:HPBCD 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:HPBCD complex were administered orally for 8 days. Results showed that the
PTS:HPBCD decreased lipid peroxidation, prevented the reduction of thioredoxin
reductase (TRXR) activity and increased GST and GRXx activities. Furthermore,
expression of erythroid nuclear factor 2 (Nrf2) and p-GSK-3p was increased, while the
phosphorylated/total GSK-3f 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:HPBCD 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:HPBCD 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 HPBCD in the complex. In
view of the presented evidences, the PTS:HPBCD 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. Revisao da literatura

1.1 Pterostilbeno: aspectos farmacologicos

O pterostilbeno (trans-3,5-dimethoxy-4’-hydroxystilbene,) é um constituinte
fendlico 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 infeccBes por patdgenos (virus, bactérias e fungos) ou por excessiva
exposicdo a radiacdo ultravioleta (BAVARESCO et al., 1999).

Quimicamente, 0 PTS pertence ao grupo dos estilbenos, devido a presenca de dois
anéis benzenos ligados por uma porc¢éo de isopropileno (KASIOTIS et al., 2013), sendo
estruturalmente anédlago ao resveratrol. Contudo, diferencia-se deste por apresentar dois
grupamentos metdxi e um grupo hidroxila (Figura 1), enquanto que o resveratrol possui
trés hidroxilas (LIN et al., 2009). A presenca dos grupos metoxi na estrutura do
pterostilbeno promove sua maior estabilidade metabdlica, bem como aumenta sua
lipofilia, resultando em melhores perfis farmacocinéticos, promovendo sua absorcdo
intestinal, aumento da biodisponibilidade e potencial de penetracdo através das
membranas teciduais (MCCOMARK; MCFADDEN 2012). Neste contexto, o PTS tem
demonstrado farmacocinética mais favoravel e superior poténcia farmacoldgica do que o

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

OH

H,CO > !
‘ Férmula Molecular: C16H1603
Peso molecular: 256.99 g/mol
OCH;

Figura 1: Estrutura quimica do pterostilbeno. Extraido e adaptado de

Pterostilbene Monograph 2010.
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O PTS vem se destacando devido aos seus efeitos bioldgicos benéficos,
recentemente descritos tanto em abordagens pré-clinicas quanto clinicas (WU et al., 2017;
RICHE et al., 2014).0 potencial farmacoldgico deste composto inclui os seguintes
efeitos: antitumoral, uma vez que este constituinte fendlico estimula a sinalizacdo de
apoptose; anti-inflamatdria, dada a sua inibicdo nas atividades COX2 e iINOS;
antidiabética, devido a acédo inibitdria sobre gliconeogénese, e insulinotrépica; assim
como antioxidante (ACHARYA,; GHASKADBI, 2013; LV et al., 2014; MCCORMACK,;
MCFADDEN, 2013); PARI; SATHEESH, 2006; PAUL et al., 2009). Os efeitos
antioxidantes sdo atribuidos, em parte, a sua capacidade de neutralizacéo e inibicdo da
producdo de espécies reativas, assim como ativacao de sistemas antioxidantes enddgenos
(MCCOMARK; MCFADDEN, 2012). Adicionalmente, outro importante efeito
citoprotetor do PTS esta relacionado a ativacdo do nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (Nrf2), um fator de transcricdo, regulador chave da resposta antioxidante. Esse
associated protein-1 (Keapl) com o Nrf2 (Keapl-Nrf2), com consequente a ativacao de
Nrf2, resultando em sua translocacdo para o nucleo e ativacao transcricional de genes de
antioxidantes de fase Il e de agentes redutores como a glutationa (ELANGO et al., 2016).
Esses efeitos despertam, cada vez mais, 0 interesse cientifico para a identificacdo de
novos mecanismos de acdo do PTS e o torna um candidato para utilizacdo como alimento
funcional ou composto farmacéutico terapéutico (KOSURU et al., 2016).

Nesse contexto, torna-se importante conhecer as caracteristicas fisico-quimicas e
farmacocinéticas do PTS, a fim de determinar a dose terapéutica, biodisponibilidade,
perfil de distribuicdo, efeitos no tecido alvo e grau de toxicidade, fatores que
desempenham um importante papel no desenvolvimento de novas formas farmacéuticas
e produtos terapéuticos (LIN et al., 1997; YEO et al., 2013). Evidéncias obtidas a partir
de estudos farmacocinéticos pré-clinicos revelam que a absorcdo oral do PTS pode ser
consideravelmente maximizada quando coadministrado durante ou logo apds uma
refeicdo, enquanto que no jejum sua biodisponibilidade é reduzida, sendo inferior a 5 %
(YEO etal., 2013). Em relagdo a mecanismos de excrecdo, Remsberg e cols. sugerem que
0 PTS seja excretado predominantemente por meio de vias de eliminacdo ndo renal, ja
que a fragdo intacta excretada na urina foi inferior a 1% (REMSBERG et al., 2008).
Recentes estudos evidenciaram que o PTS sofre metabolismo hepatico de fase I,
predominantemente metilagdo, glicuronidagao e sulfatacdo, considerada sua principal via
de eliminacdo (KAPETANOVIC et al., 2011; REMSBERG et al., 2008). As
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concentracdes de metabolitos plasmaticos de PTS (ambos conjugados com sulfato e
glicuronideos) foram substancialmente mais elevadas do que as concentragcdes
plasmaticas do composto original (KAPETANOVIC et al., 2011). O PTS exibe uma
farmacococinética ndo linear, ou seja, a velocidade de eliminacdo € constante
independente da quantidade de composto presente (YEO et al., 2013). Assim, pequenas
mudangas na dose resultam em mudangas desproporcionais nas concentragdes do
composto no sangue, sejam por concentracdes obtidas apds dose Unica ou maltiplas doses
(SHARGEL; ANDREW, 1999). Neste contexto, a cinetica de eliminacdo de PTS pode
ser saturada, levando a uma maior exposicao aos tecidos (CHOO et al., 2014; YEO et al.,
2013).

Estudos que avaliem a seguranca da administracdo terapéutica do PTS séo
escassos. Em roedores a administracdo intraperitoneal (30 mg/kg/dia) durante trés
semanas, ndo demonstrou toxicidade sistémica ou tecidual (RUIZ et al., 2009). Em seres
humanos, Riche de cols. (2013) ndo encontraram efeitos toxicos ou reacdes adversas do
PTS apds a administracdo de doses de 250 mg/dia.

1.2 Pterostilbeno: o impacto da hidrossolubilidade na biodisponibilidade

Particulamente para compostos administrados pela via oral, a efetividade
terapéutica depende de fatores como solubilidade no fluido gastrointestinal, extensdo de
absorcdo pelo epitélio intestinal, biodisponibilidade, estabilidade metabdlica, dentre
outros fatores (CHAN; STEWART, 1996; HORTER; DRESSMAN, 2001;
JAMBHEKAR; BREEN, 2013). A maioria dos compostos fendlicos apresentam baixa
biodisponibilidade oral (cerca de 10%) em decorréncia de suas caracteristicas quimicas
(HU, 2007). Estas particularidades poderiam explicar, em parte, a inobservancia de efeito
farmacoldgico frequentemente observada em estudos de intervencgdo in vivo, apesar de
inimeros estudos destacarem os efeitos farmacoldgicos destes compostos in vitro, nos
quais estratégias de solubilizacdo sdo empregadas para a realizacdo dos testes, como a
dissolucdo em dimetilsulfoxido. A aparente discrepancia entre estes estudos pode ser
parcialmente justificada pela baixa absorcdo e fraca biodisponibilidade oral, bem como
pelo extenso metabolismo hepatico destes compostos (WILLIAMSON; MANACH,
2005).

Similarmente, o uso farmacoldgico do PTS, especialmente quando administrado
pela via oral pode ser limitado, devido ao seu carater lipofilico e consequente baixa
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hidrossolubilidade (aproximadamente 21 ug/mL) (BETHUNE et al., 2011). Segundo o
sistema de classificacdo biofarmacéutica, esta caracteristica quimica categoriza
substancias lipofilicas, como o PTS, em compostos de classe Il, contemplando
substancias que apresentam alta permeabilidade e baixa solubilidade e estdo sujeitos a
problemas relacionadas com a biodisponibilidade (FDA, 2017). Portanto, uma melhor
compreensdo das propriedades fisico-quimicas de bioativos é relevante para o
desenvolvimento de um sistema de liberacdo otimizado para administracdo oral de
compostos fendlicos (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
terapéutico (YEO et al., 2013). Diante disso, mudancas nas propriedades fisicas e
quimicas do PTS promovem melhora no perfil farmacocinético e aumentam sua
biodisponibilidade oral, intensificando potenciais efeitos farmacoldgicos (PINHO et al.,
2014). Assim, estratégias farmacotécnicas, como a formagdo de complexos de incluséo
com ciclodextrinas, que possibilitem o aumento da hidrossolubilidade aparente do PTS,
sem reduzir suas propriedades bioldgicas podem ser consideradas uma alternativa para
minimizar a baixa hidrossolubilidade (CHOO et al., 2014; LOFTSSON; BREWSTER,
2012).

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos de origem natural, que apresentam
uma cavidade interna hidrofébica e uma superficie externa hidrofilica, possibilitando o
encapsulamento molecular de farmacos lipofilicos (LOFTSSON; BREWSTER, 2012;
PINHO et al.,, 2014). A complexacdo de moléculas com ciclodextrinas promove
modificacdes nas propriedades fisico/quimicas das moléculas hospedes, aumentando sua
hidrossolubilidade e estabilidade (SZETJLI, 1998). Derivados de ciclodextrinas naturais,
como a hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD) apresenta caracteristicas que permitem
sua utilizacéo, tanto para estudos in vitro quanto in vivo, devido a sua baixa toxicidade e
alta hidrossolubilidade (LOFTSSON; BREWSTER, 2011; LOPEZ-NICOLAZ et al.,
2009). Neste sentido, a utilizacdo de ciclodextrinas como agentes promotores de
hidrossolubilidade do PTS revela-se oportuna podendo facilitar a entrega e permeacao
dessa molécula nas camadas de difusdo existentes na superficie do epitélio gastrintestinal,
aumentando sua concentragdo plasméatica (LOFTSSON; BREWSTER, 2011; YEO et al.,
2013). Os achados de Yeo e cols. (2013) evidenciam que o PTS complexado com HPBCD,
administrado pela via oral,apresenta-se cerca de 4 vezes mais biodisponivel do que o PTS

em suspensdo (ndo-complexado), confirmando que a baixa hidrossolubilidade constitui-
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se numa barreira para a sua biodisponibilidade. Ainda, o perfil de biodistribuicdo de PTS
foi investigado utilizando uma solugéo formulada com HPBCD. Verificou-se que esta
formulacdo facilita o alcance do PTS ao figado, coragdo e pulmdes de modo abundante
(CHOO et al., 2014). Outra vantagem adicional do uso de ciclodextrinas em formulactes
farmacéuticas, se da porque a complexacdo protege moléculas bioativas contra a
degradacdo decorrentes de fatores tais como temperatura, pH e exposi¢do a luz, podendo
manter a estabilidade quimica de alguns compostos bioativos (PINHO et al 2014;
SZETJLI 1998).

Embora vantajoso e promissor, poucos estudos se dedicam a explorar os efeitos
terapéuticos do PTS complexado a ciclodextrina (Figura 2) em modelos bioldgicos

especialmente relacionados a disfungdes cardiovasculares.
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Figura 2: Desenho esquematico do complexo de inclusdo PTS:HPBCD
1.3 Remodelamento ventricular e insuficiéncia cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma doenca crénica caracterizada por incapacidade
do coragdo de manter o fluxo sanguineo necessario para satisfazer as demandas
metabdlicas do corpo, representando uma das principais causas de morte no mundo
(GOLDBERG, 2010). A IC é considerada uma pandemia global em rapido crescimento,
com uma prevaléncia estimada de 37,7 milhdes de individuos em todo o mundo. O
comprometimento funcional cardiaco pode ser secundario a muitas etiologias,
acarretando sintomas que afetam a qualidade de vida dos individuos doentes, incluindo
dispneia, fadiga, baixa tolerdncia ao exercicio e retencdo de liquidos (ZIAEIN;
FONAROW, 2016).
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A terapia farmacologica para IC inclui uma combinacdo de medicamentos, cuja
indicacdo clinica dependera da sintomatologia do doente e das contraindicagdes de cada
farmaco (REIS FILHO et al., 2015). A abordagem terapéutica objetiva melhorar os
sintomas e a capacidade funcional, prevenir a dilatacdo da camara cardiaca, proporcionar
qualidade de vida, reduzir a frequéncia de hospitalizacbes e mortalidade associada
(BERLINER; BAUERSACHS, 2017). Esta descrito que tanto a ativacdo simpaética
continua quanto os efeitos proliferativos da angiotensina 1l afetam adversamente o
cardiomidcito e a funcdo contréatil da camara levando a deterioragdo da funcédo cardiaca
(BERLINER; BAUERSACHS, 2017). Neste contexto, o bloqueio farmacoldgico destas
vias, ou seja, através da administracdo de betabloqueadores associados a Inibidores da
Enzima Conversora de Angiotensina (IECA) ou Bloqueadores de Receptores da
Angiotensina Il (BRA) determinam beneficios diretos sobre o remodelamento cardiaco,
visto que os IECA previnem a dilatacdo cardiaca e os betabloqueadores revertem, efeitos
que melhoram o progndstico dos individuos com IC (BERLINER; BAUERSACHS,
2017; REIS FILHO et al., 2015).

Segundo a Diretriz Brasileira de Insuficiéncia Cardiaca (2012) a estratégia de
tratamento disponivel integra os farmacos betabloqueadores, IECA ou BRA, Diuréticos,
Nitratos, Anticoagulantes, Antiagregantes plaquetarios, Antiarritmicos, Bloqueadores de
canais de calcio, Ivabradina, 6mega 3, Inibidores da Fosfodiesterase 5 e Moduladores do
Metabolismo Energético Miocardico (BOCHI et al.,, 2012). Apesar dos avangos
significativos em terapias e prevencdo, a mortalidade e a morbidade ainda sdo
extremamente altas (SAVARESE, 2017).

O remodelamento ventricular (ou cardiaco) precede o desenvolvimento e
progressdo da IC, no qual as camaras cardiacas aumentam progressivamente e a funcéo
contréatil se deteriora. (COHN et al., 2000). Esse evento é caracterizado por alteracdes
moleculares, celulares e intersticiais que se manifestam clinicamente através da alteragdo
de tamanho, massa, geometria e funcdo da cadmara cardiaca em resposta a sobrecarga
hemodindmica (pressdo/volume) efou lesdo cardiaca, associada & ativacdo neuro-
hormonal (AZEVEDO et al., 2016). Essas alteragdes levam a dilatagdo da camara,
reducdo da contratilidade, aumento do estresse de parede, hipertenséo, morte de
cardiomiécitos (COHN et al., 2000). De fato, diferentes mecanismos contribuem para o
desenvolvimento e progressao do remodelamento cardiaco, incluindo alteragdes no
metabolismo energético cardiaco, inducdo de morte celular, disfuncdo de proteinas

contréteis e colageno, alteracdo no transporte de célcio, inflamag&o e estresse oxidativo
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(SCHIRONE et al., 2017; AZEVEDO et al., 2016). Esses fatores podem ter varios efeitos
sobrepostos prejudiciais resultando em IC e mau prognostico (SCHIRONE et al., 2017;
AZEVEDO et al., 2016).

O remodelamento ventricular pode ocorrer por meio de mecanismo adaptativo
(fisiolégico) ou mal adaptativo (adverso/patolégico). No primeiro caso, ocorrem
alteracOes estruturais a fim de se adaptar e manter a funcdo cardiaca normal. Porém,
quando submetido ao estresse sustentado, o remodelamento cardiaco leva a uma
disfuncéo progressiva e irreversivel do coracdo (COHN et al., 2000).

Interessantemente, o remodelamento mal adaptativo pode provocar disfuncao
tanto no ventriculo direito (VD) quanto no ventriculo esquerdo (VE) (KONSTAM et al.,
2011; NORTON et al., 2002). O remodelamento ventricular direito pode ser decorrente
de vasoconstricdo e hipertensdo arterial pulmonar, que provocam aumento de pds-carga
ao ventriculo direito, gerando hipertrofia excéntrica, dilatacdo da camara, reducdo da
fracdo de ejecdo e débito cardiaco (MCLAUGHLIN et al., 2011).

No ventriculo esquerdo, o remodelamento adverso deriva de eventos isquémicos
como o infarto agudo do miocéardio (IAM), dentre outros fatores, prejudicando a fungédo
tanto de cardiomidcitos infartados quanto de remanescentes (GAJARSA; KLONER,
2011). Para manter a funcédo cardiaca pds-infarto, os cardiomidcitos remanescentes séo
expostos a uma carga de trabalho maior, resultando inicialmente em hipertrofia
compensatdria e posterior reducdo da espessura da parede, dilatacdo da cAmara esquerda,
fibrose e morte celular por ativacao de apoptose e/ou autofagia (KONSTAM et al., 2011).
A taxa de morte de cardiomidcitos no tecido remanescente é um preditor da gravidade do
remodelamento e determinara a taxa de progressao para IC (ABBATE; NARULA, 2012).

O diagnéstico clinico de remodelamento ventricular € baseado na sintomatologia
e na deteccdo de alteracbes morfoldgicas, incluindo alteracdes no diametro da cavidade,
massa (hipertrofia e atrofia), geometria (espessura e forma da parede de ambos
ventriculos), areas de cicatriz apos infarto e fibrose (COHN et al., 2000). Os métodos
mais utilizados para detectar essas alteracfes sdo exames de imagem, como

ecocardiografia, ventriculografia e ressonancia magnética nuclear (ANAND et al., 2002).
1.4 Remodelamento ventricular: mecanismos fisiopatologicos

Diversas vias moleculares convergem no remodelamento cardiaco adverso. Por
exemplo, evidéncias descrevem que a perda de cardiomiocitos pode ocorrer por necrose,

apoptose ou autofagia, enquanto fibrose ocorre por meio da proliferacéo de fibroblastos
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e reorganizacdo da matriz extracelular (BURCHAELD et al., 2013; WHELAN et al.,
2010).

Apoptose ou morte celular programada de células cardiacas promove perda de
tecido vidvel que pode ter um efeito desastroso sobre a geometria e a funcdo ventricular,
processo fundamental na progressao para IC (VAN et al., 2005). Ocorre degeneracao e
fragmentacdo da célula e formacdo de corpos apoptoticos que sdo fagocitados por
macrofagos, mecanismo que ndo gera estimulos inflamatérios (WHELAN et al., 2010).
A apoptose pode ser controlada e ativada por via de sinalizacao intrinseca (mitocondrial)
e extrinseca (disparada por receptores de membrana plasmatica), sendo que ambas vias
culminam na ativacao de caspases, familia de proteinas que induz apoptose (WHELAN
et al., 2010). Os estimulos pro-apoptéticos sao transmitidos, em sua maioria, através da
via intrinseca, que pode ser ativada por mecanismos de dano oxidativo celular, toxinas,
ativacdo de vias de sinalizacdo de sobrevivéncia, dentre outros (TRACHOOTAM et al.,
2008). A formacdo de poros e a permeabilidade mitocondrial é regulada pelo balanco
entre proteinas Bcl-2 (anti-apoptotica) e Bax (pré-apoptética) (TRACHOOTAM et al.,
2008). Abbate e cols (2003) evidenciaram que a apoptose de cardiomiocitos foi
determinante para o remodelamento desfavoravel do VE e insuficiéncia sintomatica
precoce em humanos, com causa morte atribuida ao IAM.

Outro importante contribuinte para o remodelamento ventricular é a autofagia
sustentada, um processo catabdlico que ocorre em resposta ao estresse, direcionando
proteinas, macromoléculas e organelas para a degradacdo lisossomal (GURUSAMY et
al., 2009). Durante a autofagia, diversos constituintes citosélicos sdo envolvidos por
vesiculas de membrana dupla, autofagossomos, que depois se fundem com os lisossomos
ou com o vacuolo para degradar sua carga (GATICA et al.,, 2015). A falha em
mecanismos de controle fino da autofagia, causa ativacdo de morte celular, contribui para
0 processo de transicdo no remodelamento cardiaco patoldgico (ZHU et al., 2007). A
ativacdo exacerbada de mecanismos autofagicos em fibroblastos cardiacos produz
degradacdo aumentada do coladgeno Tipo 1, prejudicando a integridade da matriz
extracelular (LAVANDERO et al., 2015). Em cardiomiécitos de camundongos
transgénicos, a elevada rexpressdo de beclina 1, proteina necessaria para formagéo do
autofagossomo, amplifica substancialmente o remodelamento adverso (MOSCAT;
DIAZ-MECO, 2009).

Além disso, reducdo de contratilidade pode ser causada por disfungéo

mitocondrial e anormalidades metabdlicas, contribuindo para a disfuncdo cardiaca
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(BURCHAiIELD et al., 2013; WHELAN et al., 2010). A homeostase do célcio e
consequentemente, prejuizo no acoplamento excitacdo-contragdo em cardiomidcitos
também pode ser prejudicado durante o remodelamento ventricular. Ocorre deficiéncia
na liberacéo e captacio do ion calcio (Ca?*) pelo reticulo sarcoplasmatico, mecanismos
mediados por proteinas como Calcio ATPase SERCA, fosfolamban e receptores
rianodina (LEHNART et al., 2009). Portanto, 0 mecanismo de remodelamento reduz a
oferta de célcio durante a sistole e aumenta a concentracdo de calcio na diastole,
prejudicando tanto o mecanismo de contracdo quanto o de relaxamento (AZEVEDO et
al., 2016). O desequilibrio do Ca?*, além promover disfuncio sistdlica e arritmias, pode
interferir em processos como o crescimento hipertréfico, metabolismo energético, funcao
mitocondrial e sobrevivéncia celular (BURCHAIELD et al., 2013). Essas alteracfes sdo
manifestadas por mudancas na geometria do coracao (passando de uma forma eliptica
para esférica) e hipertrofia, podendo comprometera fracdo de ejecdo (SCHIRONE et al.,
2017).

A inflamacéo e a oxidagdo também afetam diretamente a contratilidade cardiaca
e o relaxamento. A resposta inflamatdria exacerbada induzida por macréfagos e
monocitos pos-infarto prejudica o processo de cicatrizacdo do tecido danificado,
induzindo fibrose, remodelamento adverso e reducdo da contratilidade (ANZAI, 2018).
Além disso, a ativacdo neuro-hormonal, induzida pelo sistema renina-angiotensina-
aldosterona, aumenta a sintese de proteinas envolvidas na inflamacdo, estimulando o
estresse oxidativo e a morte celular de cardiomiocitos (SCHIRONE et al., 2017). P6s
injaria cardiaca, a sinalizacdo inflamatdria é sustentada através da regulacdo positiva da
liberacdo de citocinas, levando a proliferacdo de fibroblastos e ativacdo de
metaloproteinases (FRANGOGIANNIS 2012).

Evidéncias sugerem que mecanismos de dano oxidativo e desequilibrio na
sinalizacdo redox, associados a alteragdo no metabolismo energético ventricular
desencadeiam cascatas de sinalizacdo hipertrofica e dilatacdo da camara cardiaca,
resultando em perda progressiva de cardiomidcitos, fatores que conjuntamente
prejudicam progressivamente a funcédo cardiaca (TAKIMOTO et al., 2007; TSUTSUI et
al., 2011).

1.5 O impacto do estresse oxidativo no remodelamento ventricular
O desequilibrio redox intracelular também contribui para o remodelamento

ventricular adverso, sendo este mecanismo ativado pelo aumento da producéo de espécies
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reativas de oxigénio (EROs) e/ou nitrogénio (ERNS), subprodutos do metabolismo
aerdbico (SANTOS et al., 2011; SHAH; CHANNON, 2004). Estas espécies incluem o
anion superdxido (O%"), perdxido de hidrogénio (H20,), radical hidroxil ("OH), éxido
nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOQ), dentre outros, que sdo capazes de oxidar proteinas,
lipidios e acido desoxirribonucleico prejudicando a homeostase das células cardiacas
(BELLO-KLEIN et al., 2014; KEMP; CONTE, 2012). Neste contexto, as altas
concentraces de oxidantes em relacdo a sistema de defesa antioxidante intrinseco
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 situacdo em que a concentracdo de EROs no estado estacionario pode ser transitéria
ou cronicamente aumentada, perturbando o metabolismo celular e sua regulacéo, além de
prejudicar os constituintes celulares (LUSHCHAK, 2011). Ainda, o termo “distress” tem
sido relacionado a uma definicdo mais atual (NIKI, 2016). Interessantemente, uma
classificacdo para o estresse oxidativo, baseada em niveis de intensidade, tem sido
proposta em sistemas bioldgicos, sendo classificada em estresse oxidativo basal, estresse
oxidativo de baixa intensidade, estresse oxidativo de intensidade intermediéria e estresse
oxidativo de alta intensidade, diferencas decorrentes a concentracéo de indutores (EROs)
e parametros finais avaliados (LUSHCHAK, 2014).

O acumulo de espécies oxidantes sobrecarrega o sistema antioxidante enzimatico
priméario, gerenciado pelas enzimas superoxido dismutase (SOD; converte anion
superéxido em perdxido), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), ambas
conjuntamente reduzem H.O, em &gua (WALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007). Em
relacdo as defesas antioxidantes ndo-enzimaticas, destaca-se o papel da glutationa na
remocdo de EROs. Composta por aminoacidos que contém grupos tidis (glutamato,
cisteina e glicina), a forma reduzida da glutationa (GSH) serve como doador de elétrons
para a reducao de perdxidos, reacdo catalisada pela enzima GPx, sendo convertida em
glutationa oxidada (GSSG). A reciclagem da glutationa ocorre pela acdo da glutationa
redutase (GR), que catalisa a conversdo de GSSG a GSH, pela transferéncia de elétrons
do nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) mantendo integro o principal
sistema de prote¢do antioxidante celular ndo enzimatico (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999; VASCONCELOS et al., 2007). Além disso, a GSH reage ndo enzimaticamente
com radicais como O*", *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 as
defesas antioxidantes das células, funcionando como poderosa proteina dissulfeto
oxidorredutase (TSUTSUI et al., 2011).

Diversos trabalhos demonstram os efeitos deletérios do desequilibrio redox sobre
a funcéo ventricular (BELHAJ et al., 2013; CASTRO et al., 2014; DAI et al., 2011). Por
exemplo, em um modelo de hipertensdo arterial pulmonar a faléncia do ventriculo direito
foi associada a regulacdo negativa da proteina de resposta ao estresse heme oxigenasse-1
(HO-1) e a ativagdo de processos inflamatorios locais (BELHAJ et al., 2013). Shiomi e
cols. (2004) demonstraram significativa reducdo no remodelamento do VE ap6s IAM em
camundongos transgénicos que superexpressam a glutationa peroxidase, uma importante
enzima antioxidante. Tanto a modulacdo do balanco redox, quanto a administracdo
exogena de tiorredoxina estdo associados a cardioprotecdo e prevencdo do
remodelamento mal adaptativo, por reducdo de apoptose de cardiomidcitos em modelo
de IAM (CASTRO et al., 2014; TAO et al., 2006). Em outro trabalho, a superexpressdo
de catalase mitocondrial em camundongos transgénicos com cardiomiopatia hipertensiva,
reduziu tanto a fibrose quanto a hipertrofia, sugerindo que terapias antioxidantes podem
prevenir o remodelamento (DAI et al., 2011).

De fato, 0 acimulo de EROs e 0 estresse oxidativo ndo sé estdo associados ao
dano direto a biomoléculas e organelas, mas também se relacionam a modulacgéo das vias
de sinalizacao intracelular que regulam o remodelamento cardiaco (Figura 3) (ZHANG
et al., 2016). Muitas proteinas que participam destas vias de sinalizacdo sofrem regulacao
redox, podendo direcionar respostas de estresse adaptativas ou mal adaptativas, sendo o
equilibrio entre essas vias determinante para adaptacédo ou falha em condicdes patoldgicas
de sobrecarga ventricular (SANTOS et al., 2011; TRACHOOTAM et al., 2008).
Interessantemente, 0 "“OH é capaz de causar oxidagdo severa e disfuncdo cardiaca mal
adaptativa, mesmo em concentragcdes muito baixas (escala subnanomolar), enquanto que
as EROs menos oxidativas (como 0%, H,0, e NO) estdo comumente envolvidas na
transducdo do sinal em cardiomidcitos, gerando impacto em respostas cardiacas 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 insuficiéncia cardiaca. Adaptado de Tsutsui et al., 2011. EROs: espécies
reativas de oxigénio; MAPK: proteinas quinases ativadas por mitdgenos; JNK: quinase
c-Jun N-terminal; p-38: p-38 MAP-quinase; AKT: serina/treonina quinase; NF-«B: fator
nuclear kappa B; Ca?*ATPease: bomba transportadora calcio.

A sinalizacdo redox envolve a oxidacdo dos residuos de cisteina de proteinas
mediada por H20.. Esta espécie oxida o anion tiolato, gerando a forma sulfénica (Cys-
SOH) e causando alteracdes alostéricas dentro da proteina que alteram sua funcdo. A
forma sulfénica pode ser reduzida pelas enzimas dissulfeto redutases, como Trx e
glutaredoxina (Grx), para retornar a funcdo da proteina ao seu estado original
(WINTERBOURN; HAMPTON, 2008). Assim, a oxidacdo de primeiro grau dos residuos
de cisteina em proteinas serve como um mecanismo de transdugdo de sinal reversivel
(SCHIEBER; CHANDEL, 2014).

Modificacbes redox pos-traducdo para proteinas miocardicas pode afetar a
conformacdo, estabilidade e atividade de diversos receptores, transportadores i6nicos
(bombas/trocadores/canais), proteinas cinases, fosfatases, caspases, translocadores
(GTPases), fatores de transcricdo, assim como proteinas estruturais/contrateis,
perturbando a homeostase cardiaca (SANTOS et al., 2011). As EROs exercem efeitos
centrais sobre a fibrose e remodelacdo da matriz extracelular em cardiomidcitos, por
estimular a proliferacédo de fibroblastos cardiacos e ativar as metaloproteinases da matriz
mitocondrial (MMPs) (DUARTE et al., 2009). As espécies reativas também
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desempenham um papel importante na estimulacdo hipertrofica acoplada a proteina G,
por meio da estimulag@o a-adrenérgica e da angiotensina Il (KASS; TAKIMOTO, 2007).

Dentre os principais mediadores de sinalizagdo induzidos por EROs estéo
proteinas 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
ativagdo das proteinas ERK1/2 e AKT é induzida por baixas concentragdes de EROs e
esta associada a sobrevivéncia e citoprotecdo na adaptacdo cardiaca (KWON et al., 2003).
Por outro lado, as proteinas ativacdo da JNK e p38 sdo estimuladas em resposta ao
estresse oxidativo, desencadeando apoptose e contribuindo para a progressédo da IC (LOU
etal., 2005). Altas concentraces de EROs participam de mecanismos de apoptose atraves
da ativacdo de cinases de sinalizacdo pro-apoptéticas e por dano oxidativo mitocondrial,
enquanto que efeitos opostos foram observados, quando as EROs se mantém em niveis
baixos (KASS; TAKIMOTO, 2007). Adicionalmente, outras proteinas redox sensiveis
sdo particularmente importantes para a fungdo e homeostase de cardiomidcitos, incluindo
proteina cinase A (PKA) (BRENNAN et al., 2006), proteina cinase G (PKG)
(BURGOYNE et al., 2007), receptor de rianodina (RyR) (XU et al., 1998), e histona
desacetilase de classe 11 (AGO et al., 2008).

Finalmente, os EROs influenciam diretamente a funcéo contrétil, modificando as
proteinas centrais para o acoplamento excitagdo-contracdo. Isso inclui a modificacdo de
grupos -SH no receptor de rianodina (aumentando o tempo de abertura) e interacéo
oxidativa e nitrosativa com Ca?* ATPase reticular sarcoplasmatica para inibir a captacio
de Ca?** (KASS; TAKIMOTO, 2007).

De fato, a compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no processo
de hipertrofia e remodelacédo cardiaca é fundamental para o desenvolvimento de novos
alvos terapéuticos, principalmente porque as taxas de mortalidade relacionadas ao
remodelamento/disfuncdo cardiaca permanecem elevadas (RABABA'H et al., 2018).
Neste contexto, a identificacdo de novos compostos com eficacia biologica e clinica é
necessaria para expandir as opcOes terapéuticas a fim de prevenir/tratar o remodelamento

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

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade, determinar a dose terapéutica, potencial antioxidante do
pterostilbeno complexado a ciclodextrina (complexo PTS:HPBCD), bem como seu efeito
sobre parametros funcionais e na modulacdo de vias redox sensiveis no ventriculo direito

e esquerdo de ratos com insuficiéncia cardiaca.
2.2 Objetivos Especificos

Explorar aspectos tecnolégicos farmacéuticos (a fim de melhorar solubilidade do PTS),

assim como determinar um curva de dose efetiva e segura, mediante a:
v" Complexacdo do pterostilbeno com hidroxipropil-p-ciclodextrina.

v' Caracterizacdo do complexo PTS:HPBCD formado sob o ponto de vista quimico

e fisico.

v Avaliacdo de trés diferentes doses do complexo PTS:HPBCD, sobre parametros
morfométricos de 6rgaos, capacidade antioxidante, funcéo hepatica, metabolismo

da glicose e apoptose no figado de ratos.

Determinar agdo do complexo PTS:HPBCD em ratos com insuficiéncia ventricular
direita, mediante a:
v Inducdo de Cor pulmonale por meio do modelo de hipertensdo pulmonar por

administracdo de monocrotalina.
v Medida de parametros hemodinamicos, morfométricos e ecocardiografico do VD

v" Identificacdo do impacto sobre a lipoperoxidacdo, carbonilacdo de proteinas,
concentracdo de espécies reativas, concentracdo de sulfidrilas, e conteudo de GSH
e GSSG.

v" Investigacdo do efeito sobre a atividade de enzimas antioxidantes, como
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa-S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e glutarredoxina (GRXx)
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v Avaliar o efeito do tratamento com 0 complexo PTS:HPBCD sobre proteinas
responsaveis pela contratilidade (serca, fosfolamban) no VD de ratos submetidos

ao remodelamento maladaptativo causado por Cor pulmonale.

Identificar o efeito do complexo PTS:HPBCD em ratos com insuficiéncia ventricular
esquerda, por meio da:

v"Inducdo do infarto do miocéardio pela ligadura da coronaria esquerda descendente.

v Avaliacdo da lipoperoxidagdo, conteido de GSH, GSSG e GSH/GSSG, bem
como sobre a atividade da GR, GST, TRx e GRX.

v Determinacéo da expressdo de Nrf2 no remodelamento do VE p6s IAM.

v Avaliacdo da expressdo de proteinas envolvidas na sinalizacdo para a
sobrevivéncia (AKT total e fosforilada), assim como, para apoptose (GSK-3 total

e fosforilada).

29



30

3. Abordagem Metodoldgica

3.1 Reagentes

PTS foi adquirido da Changha Organic Herb (Changha, China). HPBCD fornecida
pela Roquette Fréres (Lestrem, Franca). Todos os reagentes utilizados foram de grau

analitico ou grau HPLC.
3.2 Preparo do complexo PTS:HPBCD

A HPBCD foi utilizada para promover a solubilidade do PTS em meio aquoso, por
meio de sua complexacdo. O complexo PTS:HPBCD foi obtido através da solubilizagdo
de 0,3 M de HPBCD em agua, seguida da adi¢do do PTS 0,6 M, sob agitagéo 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 liquida de alta eficiéncia (CLAE),
método adaptado de Lin e cols. (2009). O filtrado contendo o complexo PTS:HPBCD foi
seco por liofilizagdo (liofilizador modular Edwards MODULYO 4K), resultando num

produto sélido.
3.3 Preparo da mistura fisica PTS:HPBCD

Para comparagdo, uma mistura fisica contendo PTS e HPBCD foi preparada em
gral de vidro. PTS e HPBCD foram pesados com precisdo na propor¢do molar de 1:1

(m/m) e cuidadosamente misturados durante 30 min.
3.4 Caracterizacao do complexo PTS:HPBCD
3.4.1 Andlise térmica

A analise térmica foi realizada por meio de calorimetria diferencial de
exploratoria (DSC) com o intuito de registrar a variacdo de energia calorifica de uma
substancia em fungdo da temperatura. Para este método foi utilizado o calorimetro
Shimadzu DSC-60. Para esta metodologia foram utilizados cerca de 1 a 2 mg das
amostras: pterostiloeno, HPBCD, mistura fisica e complexo (PTS:HPBCD) secos por
liofilizacdo. As seguintes condi¢des foram empregadas na andlise: atmosfera de
nitrogénio de 50 mL.min, e resolugdo de 10°C.min (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
espectrometro Spectrum BX FTIR equipado com um acessério ATR MIRacle. Foram
acumuladas vinte varreduras para todas as amostras (PTS, HPBCD, complexo e mistura
fisica PTS:HPBCD), no intervalo de 4000-400 cm™ com taxa de varredura de 4 cm™.

3.4.3 Analise por ressonancia magnética nuclear de protons

A analise por ressondncia magnética nuclear (*H RMN) foi realizada utilizando-
se espectrometro Bruker ASCEND 400 MHz e D20 como solvente. Os espectros de *H
RMN unidimensionais foram adquiridos sob condicdes padrédo. Espectros homonucleares
2D-ROESY bidimensionais foram obtidos a fim de obter informagdes sobre as interagdes
entre PTS: HPBCD, no complexo e mistura fisica.

3.4.4 Potencial antioxidante de captura radical total (TRAP)

O TRAP mede a capacidade antioxidante total, baseando-se na decomposi¢éo 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 emissdo 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 condi¢des de iluminagdo claro/escuro de 12 horas, temperatura (22 +

2° C) e umidade (55%) controladas, com livre acesso a 4gua e alimento.
3.5.2 Célculo Amostral

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

amostral foi calculado pelo do programa Sigma Plot 11.0. No célculo do tamanho da
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amostra, foram considerados probabilidade de erro a = 0.05 e poder do teste estatistico
(1-p 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 inducdo da insuficiéncia
cardiaca direita (ICD) é de aproximadamente 25%. Assim, nos grupos de animais (MCT)
induzidos a insuficiéncia cardiaca, é recomendado acrescentar mais 4 animais ao tamanho
amostral calculado (SOUZA-RABBO et al., 2008). Portanto, para 0 experimento 1 foram
necessarios 96 animais.

Para inducdo do remodelamento ventricular esquerdo decorrente do infarto do
miocardio, o tamanho amostral foi calculado através do programa Sigma Plot 11.0, sendo
considerados probabilidade de erro o= 0,05 e poder do teste estatistico = 0,80. O tamanho
de efeito calculado foi = 0,7 baseando-se nos valores de médias e desvios padrdes entre
0s grupos SHAM e IAM para o parametro fracdo de ejecdo (%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:HPBCD sobre o remodelamento do
VD e VE foram utilizados dois diferentes modelos experimentais, como se segue.

3.5.3.1 Remodelamento do VD: inducdo da hipertensdo arterial pulmonar e demais

procedimentos

Hipertensdo arterial pulmonar induz remodelamento do ventriculo direito e
progressao para insuficiéncia cardiaca. Neste modelo experimental, foram utilizados 64
ratos Wistar machos, adultos, divididos em grupo controle (CTR; n=7) e grupo submetido
ao modelo de hipertensdo pulmonar (MCT; n=7-8). A hipertensdo pulmonar foi induzida
pela administracdo do alcaloide monocrotalina (Crotaline — C240 SIGMA) 60mg/kg via
intraperitoneal (SINGAL et al., 2000). Apés 7 dias da inducdo (periodo para o
desenvolvimento da doenca cardiaca direita), tanto os animais CTR como MCT
receberam doses diérias do complexo PTS:HPBCD correspondentes a 25, 50 ou 100
mg/kg/dia de PTS (grupos: MCT25; MCT50; MCT100, respectivamente) ou veiculo
(solugao aquosa com HPBCD) (grupos: CTRO e MCTO0), via gavagem, por um periodo de
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14 dias. Ao final do periodo experimental, os animais foram anestesiados com xilazina
(20 mg/kg i.p) e ketamina (90 mg/kg i.p.) e submetidos a avaliacdo da fungdo ventricular
direita por meio de ecocardiografia. Ainda sob o efeito da anestesia, foi realizado
cateterismo da veia jugular para avaliagdo dos pardmetros hemodindmicos.
Posteriormente, os animais foram eutanasiados, sendo o figado, o coragéo e os pulmdes
retirados e pesados. Os ventriculos foram separados e pesados, e 0 VD utilizado para as
analises bioquimicas e moleculares.

Durante a avaliacdo ecocardiografica, 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 fungéo
sistélica e diastolica direita, os seguintes parametros foram avaliados: fracdo de
encurtamento (FEC), mudanca de area fracional (FAC), excursdo sistélica do plano do
anel da tricuspide (TAPSE) e razdo E/A (RUDSKI et al., 2010).

Os parametros hemodindmicos foram determinados para estimar os efeitos do
complexo PTS:HPBCD sobre a fungdo cardiaca. A monitorizagdo da pressao sistolica
(PSVD mmHg) e diastdlica final do VD (PDFVD mmHg) foi mensurada pela canulacdo
do VD, com auxilio de um cateter conectado a um transdutor e amplificador de pressdo
(SCHENKEL et al., 2010). A partir dos registros da onda de pressao ventricular direita e
deteccdo de pontos maximos e minimos de cada ciclo cardiaco, foram obtidos os valores
positivos da derivada de contracdo (dP/dtméax) 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 correcdo de dose do
complexo PTS:HPBCD e verificar o efeito do tratamento sobre a variagcdo de peso
corporal. A fim de determinar o aumento de massa muscular do coracéo, foi utilizado o
indice de hipertrofia do VD, calculado pela razdo do peso em grama do ventriculo direito
e esquerdo pelo comprimento da tibia multiplicado por cem e expresso em porcentagem
(HU et al., 2003).

3.5.3.2 Remodelamento do VE: inducdo do infarto agudo do miocardio e demais

procedimentos

O infarto agudo do miocardio foi produzido por método cirurgico previamente
descrito por Johns e Olson (1954). Anterior ao procedimento cirdrgico, os animais foram
anestesiados (ketamina 90 mg/kg e xilazina 20 mg/kg, i.p.) e submetidos a uma ligadura

cirdrgica dos ramos anteriores descendentes da artéria coronaria esquerda (grupo AMI)
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ou a uma operagéo simulada em que todos os procedimentos cirurgicos foram realizados,
exceto a sutura em torno da artéria coronéria (grupo SHAM). Para minimizar a dor e 0
desconforto no pds-operatdrio, todos os animais foram tratados durante trés dias com
analgesicos tramadol (12,5 mg/kg, via subcutanea, de 12/12 horas) e dipirona (50 mg/kg,
por gavagem, de 12/12 horas). Sete dias apds o procedimento cirdrgico, os animais foram
submetidos a uma avaliagdo ecocardiografica para confirmar a eficacia da cirurgia de
infarto e foram divididos em trés grupos: animais simulados (grupo SHAM), animais
infartados ndo tratados (grupo IAM) e animais infartados e tratados (Grupo IAM + PTS).
Posteriormente, os ratos IAM + PTS comecaram a receber o complexo PTS: HPBCD em
dose correspondente a 100 mg/kg/dia de PTS (AMI + PTS) e os ratos SHAM e AMI
receberam o veiculo (solugdo aquosa com HPBCD), diariamente por administragdo 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 apés o procedimento cirdrgico, foi de aproximadamente 10%.

A funcédo cardiaca esquerda foi analisada por ecocardiografia, 14 dias apds a
cirurgia. Os ratos foram anestesiados (ketamina 90 mg/kg e xilazina 20 mg/kg, i.p.) e
colocados na posicéo de decubito lateral esquerdo (45°) para obter imagens cardiacas. O
sistema de ultra-som Philips HD7 XE com um transdutor L2-13 MHz foi utilizado. As
areas transversais sistolica e diastdlica do ventriculo esquerdo (cm?) foram obtidas pelo
rastreamento da borda endocardica em trés niveis: basal, médio e apical. Os diametros
sistélico e diastélico do ventriculo esquerdo (cm) foram medidos usando o Modo-M
(NOZAWA et al., 2006). A variacao da area fracionada (%), medida como FAC = (&rea
diastolica, area sistolica/area diastolica) x 100, foi utilizada para determinar a funcédo
contrétil e a funcdo ventricular esquerda (NOZAWA et al., 2006). Em cada plano
transversal ecocardiografico, o arco correspondente aos segmentos com infarto (I) e o
perimetro endocardial total (EP) foram medidos na diastole final. O tamanho do infarto
(IS) foi estimado como% IS = (1 / EP) x 100 (TAVARES et al., 2010).

Apds o periodo experimental, os animais foram eutanasiados, o VE foi separado,

pesado e utilizado para as analises bioquimicas e moleculares.
3.5.4 Morfometria e indice de hipertrofia ventricular

O peso dos animais foi monitorado (2 vezes/semana) para correcdo de dose do
complexo PTS:HPBCD e verificar o efeito do tratamento sobre a variagcdo de peso

corporal. A fim de determinar 0 aumento de massa muscular do coragéo, foi utilizado o
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indice de hipertrofiado VD e do VE, calculado pela razdo do peso em grama do ventriculo
direito e esquerdo pelo comprimento da tibia multiplicado por cem e expresso em
porcentagem (HU et al., 2003). A diferenca entre o peso Umido e seco do pulméo e figado

foi utilizado para estimar congestéo hepatica 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 tampéo KCI 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 determinagdo dos parametros bioquimicos.

Para as analises moleculares de Western Blotting, ambos homogeneizados de VD
e VE foram preparados com tampao Tris HCI 100mM + EDTA 5mM, pH=7,4 (Cell Lise)
e cloreto de potéassio (KCI) 1,15 % na proporcao 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 concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry, utilizando-
se albumina sérica bovina como padrdo (LOWRY; ROSEBROUGH, 1951).

3.5.6 Ensaios bioquimicos e moleculares

A metodologia dos diferentes ensaios bioquimicos e moleculares apresentados
nesta tese esta detalhadamente descrita na secdo material e método contida nos artigos.
As técnicas utilizadas estéo listadas abaixo:

v Dosagens séricas de funcdo hepatica e renal: proteinas totais, aloumina, AST,
ALT, GGT, ureia, creatinina, realizadas de acordo com metodologia descrita no
kit comercial (LABTEST).

v' Avaliagdo de dano oxidativo tecidual: substncias reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBARS) (OHKAWA et al., 1979); lipoperoxidagéo (LPO)
(GONZALEZ et al., 1991); carbonilas proteicas (REZNICK; PACKER, 1994).

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

v Avaliagdo de defesas antioxidantes: Contetdo de sulfidrilas totais (AKSENOV;
MARKESBERY, 2001); GSH e GSSG (AKERBOOM,; SIES, 1981).
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v 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).

v' Expressdo proteica por western blotting: AKT total e fosforilada; glicogénio
sintase cinase 3- B (GSK-3P) total ¢ fosforilada; Nrf2; fosfolamban e célcio
ATPease SERCA (LAEMMLLI, 1970).

3.5.7 Aspectos Eticos

Este projeto foi devidamente aprovado pela Comisséo de Etica na Utilizaco de
Animais (CEUA/UFRGS), sob nimero 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 Pratica Didatico-Cientifica da Vivisseccdo de animais; assim como aquelas
contidas nos Principios 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 estdo apresentados no formato de Artigos.
Para facilitar a organizacéo e o entendimento, os resultados foram compilados e descritos

em capitulos, como se segue:

4.1 Capitulo I: Efeito do pterostilbeno complexado com ciclodextrina no figado de ratos:

potencial reducdo do estresse oxidativo e modulacdo de proteinas redox sensiveis

4.2 Capitulo I1: Pterostilbeno reduz estresse oxidativo, previne hipertrofia e preserva a

funcao sistolica do ventriculo direito em modelo de Cor pulmonale

4.3 Capitulo I11: Pterostilbeno melhora o volume sistdlico e o débito cardiaco em um
modelo rato com insuficiéncia cardiaca direita através da modulacdo de proteinas do

manejo de célcio e estresse oxidativo

4.4 Capitulo VI: Estilbenoide pterostilbeno preserva a funcao ventricular esquerda apds
infarto do miocardio em ratos: possivel envolvimento de proteinas tiois e modulacéo de
GSK-3p fosforilada
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Capitulo |

4.1 Efeito do pterostilbeno complexado com ciclodextrina no figado de ratos:
potencial reducdo do estresse oxidativo e modulacéo de proteinas redox sensiveis

Este capitulo aborda a metodologia utilizada na complexacgdo do pterostilbeno a
ciclodextrina para melhorar sua solubilidade e viabilizar sua administragdo pela via oral
em ratos. Adicionalmente, descreve os resultados da caracterizagdo do complexo obtido
sob aspectos fisicos e investiga seu potencial antioxidante e a modulagdo de proteinas
redox sensiveis.

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 publicacdo no Periddico Medicinal Chemistry Research em
31/07/18. DOI: 10.1007/s00044-018-2233-6.
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Capitulo 11

4.2 Pterostilbeno reduz estresse oxidativo, previne hipertrofia e preserva a funcao
sistolica do ventriculo direito em modelo de Cor pulmonale

Neste capitulo reportamos os efeitos cardioprotetores do pterostilbeno sobre o
ventriculo direito (VD) de ratos com hipertensdo pulmonar. Neste trabalho sugerimos que
0 mecanismo terapéutico deste fitofenol pode estar relacionado a reducéo na producéo de
anion superoxido dependente de NADPH oxidase, redugdo do estresse oxidativo, assim
como prevengdo da remodelacdo mal adaptativa resultando em protecdo da fungéo
sistolica 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 periddico British Journal of Pharmacology, 2017. DOI:
10.1111/bph.13948.
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Capitulo 111

4.3 Pterostilbeno, melhora o volume sistdlico e o débito cardiaco em ratos: o papel
da proteina SERCA e dos sistemas glutationa e glutarredoxina na insuficiéncia

cardiaca direita

No terceiro capitulo da presente tese mostramos que o pterostilbeno produz efeitos
cardioprotetores em modelo de insuficiéncia cardiaca direita secundaria a hipertensao
arterial pulmonar, através da ativacdo do sistema da glutationa e enzimas antioxidantes
tiois. Estes efeitos denotam a habilidade antioxidante multialvo do PTS associado a
modulacdo da expressdo da proteina ATPase SERCA, resultando em protecdo da fungéo

cardiaca direita, evidenciado pela melhora do volume sistolico e débito cardiaco.

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 periddico Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism,
2020. DOI: 10.1139/apnm-2019-0864.
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Capitulo IV

4.4 Estilbenoide Pterostilbeno preserva a fungdo ventricular esquerda apos infarto
do miocardio em ratos: possivel envolvimento de proteinas tiois e modulagdo de
GSK-3p fosforilada

Este capitulo aborda os efeitos farmacoldgicos do pterostilbeno sobre parametros
antioxidantes e inducdo de apoptose no VE p6s IAM. Neste estudo mostramos que 0
pterostilbeno modula a atividade de enzimas tiol-dependentes, aumenta a expressdo de
antioxidantes e eleva o limiar para a apoptose pos-infarto, resultando em uma reducéo da

peroxidacg&o lipidica e uma melhora da funcéo sistélica.

Artigo Original intitulado:

Stilbenoid Pterostilbene Preserves Left Ventricular Function after Myocardial
Infarction in Rats: Possible Involvement of Thiol Proteins and Modulation of
Phosphorylated GSK-3

Artigo aceito para publicacdo no Periddico Free Radical Research em 26/07/18. DOI:
10.1080/10715762.2018.
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5. DISCUSSAO GERAL

Diversos estudos evidenciam propriedades terapéuticas do PTS, tanto em
abordagens pré-clinica quanto clinica (RICHE et al., 2014; WU et al., 2017). Tais efeitos
estdo relacionados a acOes antioxidante, anti-inflamatdria, anticarcinogénica, 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 suspensao, devido a lipofilia inerente ao
composto, caracteristica quimica que pode limitar a sua absorcdo nos fluidos
gastrintestinais bem como sua biodisponibilidade oral (BETHUNE et al., 2011; HURST
et al., 2007, JAMBHEKAR; BREEN, 2013). As substancias administradas em solugéo
aquosa sdo mais rapidamente absorvidas do que aquelas em suspensdo, porque se
misturam de forma mais efetiva com a fase aquosa do local absortivo, podendo exercer
substancial efeito sobre a eficicia e a toxicidade de um composto (KHADKA et al., 2014).
Entdo, a fim de aumentar a hidrossolubilidade e a estabilidade do PTS, além obter um
perfil farmacocinético mais favoravel para determinar a dose de PTS efetiva, optamos em
produzir uma formulacgéo utilizando a HPBCD como veiculo.

Neste estudo, o complexo PTS:HPBCD foi preparado por método em solucgéo de
acordo com Yeo et al., (2013). Mediante aos ensaios de caracterizacdo do complexo
obtido, verificamos a presenca de interacGes entre as moléculas de PTS e HPBCD,
sugerindo que a metodologia de complexacéo foi efetiva. Adicionalmente, mostramos
pela primeira vez que a complexacdo com PTS pode ser confirmada usando a técnica de
ressonancia magnética nuclear (homonuclear 2D-ROESY *H), por meio da interacdo
entre o hidrogénio Ha presente no anel aromatico (anel A) do PTS com o hidrogénio (Hs)
presente no interior da cavidade da HPBCD. Foi possivel verificar que a complexacéo
com HPBCD aumentou a solubilidade do PTS cerca de 7000 vezes quando comparado ao
PTS ndo complexado (em suspensdo) (BETHUNE et al., 2011). Ha relatos de que o
aumento da hidrossolubilidade por complexacdo com ciclodextrina quadriplica a
biodisponibilidade oral do PTS, aumentando sua concentragdo sérica e exposicao
tecidual, efeitos decorrentes da melhoria da absorcdo e saturagdo de mecanismos de
eliminacdo hepatica (CHOO et al., 2014; YEO et al., 2013). Embora a farmacocinética
ndo tenha sido foco deste estudo, € importante conhecer o comportamento cinético do

PTS no organismo para identificar a dose terapéutica, assim como risco de toxicidade.
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Verificamos que a complexacdo ndo 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 terapéuticos no figado de ratos higidos e no coracdo de ratos com insuficiéncia
cardiaca (IC) e, que esta mesma dose parece ndo induzir efeitos toxicos. Estas conclusdes
podem ser suportadas pela capacidade em aumentar antioxidantes ndo enzimaticos,
reduzir a concentracdo de EROs totais e lipoperoxidacdo no figado dos ratos.
Corroborando nossos resultados, outros autores também destacam o efeito antioxidante
do PTS no figado de ratos (EL-SAYED et al., 2015; ACHARYA; GHASKADBI, 2013;
PARI; SATHEESH, 2006).

Poucos estudos avaliam os efeitos terapéuticos do PTS complexado a
ciclodextrinas no coracdo, o que nos motivou a explorar diferentes vias sensiveis ao
estado redox envolvidas com remodelamento mal adaptativo e progressdo para IC, tanto
no coracdo direito quanto no esquerdo. Neste contexto, utilizamos os modelos de
remodelamento ventricular: na IC direita, causada por sobrecarga de presséo/volume
(secundario a HAP); e ventricular na IC esquerda, devido a perda de tecido contratil,
causada por IAM.

O complexo PTS:HPBCD também reduziu a hipertrofia do VD e a dilatacdo VE,
demonstrando efeitos benéficos deste tratamento no remodelamento ventricular.
Evidencias mostram que o PTS inibe a proliferacdo e crescimento de células musculares,
eventos que estdo relacionados ao desenvolvimento da hipertrofia (MCCORMACK;
MCFADDEN, 2013; PARK et al., 2010). Neste estudo, verificamos que 0 PTS preservou
a funcdo sistdlica evidenciado mediante avaliacdo ecocardiografica. Houve aumento da
variacdo de area percentual entre a diastole e a sistole final pela administracdo do PTS,
tanto no ventriculo direito quanto no esquerdo, sendo esta variacdo descrita pela FAC,
indicando melhora na funcdo sistolica (LANG et al., 2015). Similarmente, o estilbeno
resveratrol previne a hipertrofia e a disfuncéo sistélica esquerda em ratos hipertensos,
efeitos atribuidos a reducdo de estresse oxidativo (THANDAPILLY et al., 2010). Por
outro lado, as respostas especificas oriundas do VD ou VE em nosso protocolo
experimental, podem ser decorrentes em parte, de caracteristicas inerentes a cada
ventriculo, embora, em nivel celular, as respostas moleculares de remodelag&o (matriz
extracelular e do citoesqueleto) de ambos ventriculos 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 pos-carga ventricular, a carga de trabalho do VE é 5 vezes maior que 0
VD, devido a maior resisténcia vascular sisttmica comparada com o leito vascular
pulmonar de baixa resisténcia (FRIEDBERG; REDINGTON, 2014). No estado
patoldgico, embora haja aumento na producdo de ROS em ambos ventriculos, o VD é
mais suscetivel 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 estagio mais avancado de faléncia (TSUTSUI et al., 2001; REDDY; BERNSTEIN,
2015). De forma conjunta, essas diferencas poderiam explicar a especificidade das
respostas encontradas em cada um dos ventriculos sob condi¢cdes de remodelamento
patoldgico.

De fato, ao compararmos o impacto do complexo PTS:HPBCD nos desenhos
experimentais aqui utilizados, encontramos alguns efeitos que foram comuns a ambos
modelos. Dentre os efeitos comuns, mostramos que o complexo PTS:HPBCD reduziu a
lipoperoxidacgdo tanto no figado quanto nos ventriculos direito e esquerdo. A oxidacdo de
lipideos ocorre pela perda de elétrons dos acidos graxos polinsaturados da membrana
celular para os radicais livres, formando radical peroxil (ROO") que é posteriormente
convertido em malondialdeido, por meio de uma série de reacdes em cadeia, alterando a
arquitetura da membrana celular e mitocondrial (FRANKEL, 1984). Adicionalmente, 0s
produtos de oxidacéo lipidica formam complexos que inativam proteinas, desencadeiam
apoptose induzida pela via mitocondrial intrinseca, assim como medeiam a sinalizacdo
inflamatéria (MCINTYRE; HAZEN, 2010). E importante notar que a lipoperoxidag&o
contribui para o remodelamento cardiaco e acarreta disfuncéo ventricular (DUARTE et
al., 2009). Similarmente ao nosso achado, recentes pesquisas fornecem evidéncias da
habilidade do PTS para proteger células cardiacas e mitocdndrias hepaticas isoladas
contra lipoperoxidacdo (ACHARYA; GHASKADBI, 2013; LIU et al., 2017; YU et al.,
2017). Semelhante ao o-tocoferol, a capacidade antioxidante do PTS frente a
lipoperoxidacdo pode ser facilitada pela sua caracteristica lipossoluvel, que permite
facilmente sua difusdo pela membrana plasmatica celular, local onde as reacfes de
oxidacéo de lipideos ocorrem com notavel frequéncia (TAPPEL, 1962).

De forma agregada, outro importante contribuinte para o potencial terapéutico do
complexo PTS:HPBCD sobre o remodelamento ventricular, comum tanto ao VD quanto
ao VE, esta centrado na modulacdo de enzimas tiois antioxidantes, como GST e GRX.
Nossos resultados indicam que o complexo PTS:HPBCD estimulou a atividade da GST,

uma transferase que catalisa a conjugacdo de GSH para uma variedade de compostos
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eletrofilicos e substratos toxicos, a qual promove desintoxicacdo celular e contribui de
forma significativa para a manutencao do equilibrio redox e sobrevivéncia celular (ROTH
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 apds tratamento
com PTS tanto em culturas de células hepaticas, quanto em tecidos renal e hepatico,
respectivamente. E importante ressaltar que a inibicdo da GST em cardiomidcitos
submetidos & injdria oxidativa, resulta em apoptose por meio da ativacdo das proteinas da
via MAP cinase (ROTH et al., 2011). Interessantemente, detectamos que o complexo
PTS:HPBCD modulou a atividade da GRx nos ventriculos 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 a
concentracdo de agentes estressores (EROs), ao estresse submetido e a ativacdo de
sistema antioxidante especifico nos diferentes ventriculos (LUSHCHAK, 2014). De fato,
a HAP induzida pela MCT é considerada a forma mais agressiva da doenca em modelos
animais, tendo o estresse oxidativo como um importante mecanismo patolégico
(DUMITRASCU et al., 2008; SINGAL et al., 2004). De forma agregada, VD é mais
sensivel ao estresse oxidativo do que o VE, devido a falha precoce do seu sistema
antioxidante (TSUTSUI et al., 2001; REDDY; BERNSTEIN, 2015). Dessa forma, o
efeito estimulatorio 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
administracdo do complexo PTS:HPBCD no VE intensificou a atividade enzimatica de
outros tiois, (como TRx e GST), a fim de recompor a homeostase do cardiomidcito e,
restabeleceu em niveis basais a atividade da GRx. Entdo, supomos que devido a agdo
antioxidante do PTS, ndo foi necesséria a acdo do sistema da GRX, sendo a sua atividade
poupada no VE.

Ao observarmos em conjunto os resultados obtidos no VD, concluimos que
complexo PTS:HPBCD apresenta habilidade antioxidante multialvo, dose dependente,
evidenciadas pela capacidade de manter o ambiente intracelular mais reduzido, pela
reducdo da lipoperoxidagéo e do estresse oxidativo. Estes efeitos podem ser decorrentes
da baixa producdo de anion superoxido dependente de NADPH oxidase, associada a
ativacdo do sistema da glutationa pelo aumento de disponibilidade de GSH e modulagéo
da sua reciclagem. Concomitantemente, o complexo PTS:HPBCD estimulou o sistema
antioxidante enzimatico, através das enzimas SOD, GST e GRx. A inibi¢cdo de NADPH

oxidase pela administracdo do PTS é benéfica porque reduz a concentracdo de &nion
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superdxido, uma espécie altamente produzida durante a hipertrofia do VD, que podera
originar outras EROs e contribuir para o dano tecidual e disfungdo ventricular
(KURODA,; SADOSHIMA, 2010). O aumento intracelular de &nion superdxido origina
altas concentracdes de peroxido de hidrogénio, 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 fenélica
aos radicais livres (PERRON; BRUMAGHIM, 2009). Além disso, a disponibilidade de
GSH elimina EROs e protege proteinas contra a oxidacdo e degradacdo proteasomal
(forma dissulfetos com o grupamento tiol das proteinas) e ainda contribui para a eficiéncia
antioxidante das enzimas GPx, GST e GRx (HANSCHMANN et al., 2013; LUSHCHAK,
2012; NAGARAJAN et al., 2017). E importante ressaltar que a integridade deste sistema
é fundamental para a sobrevivéncia de células cardiacas e, a ineficiéncia destas enzimas
resulta em apoptose de cardiomidcitos (ROTH et al., 2011; GALLOGLY et al., 2010).
Assim, a modulagéo destes tiois pelo ressalta o potencial terapéutico deste fitofenol sobre
o remodelamento ventricular direito.Adicionalmente, houve aumento da sinalizacdo para
o relaxamento do VD, favorecendo a contratilidade. Ambos mecanismos parecem
prevenir a hipertrofia da parede livre do VD, resultando em protecdo da funcao sistolica,
melhora do volume sistolico e débito cardiaco.

Ao na alisarmos os efeitos farmacoldgicos do complexo PTS:HPBCD sobre o VE
pos 1AM, verificamos que o sistema da glutationa ndo 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:HPBCD reduziu a
lipoperoxidagdo, aumentou a atividade da GST assim como preservou a atividade da
TRxR. Estas modulacBes preveniram a dilatacdo da cdmara esquerda restabelecendo a
funcao sistdlica. Corroborando nosso resultado, outros autores também evidenciaram que
0 PTS exerce efeito positivo sobre atividade da GST, reduz a lipoperoxidacéo e o estresse
oxidativo (PARI; SATHEESH, 2006; LIU et al., 2017). Embora, outros estudos tambem
reportem que a administracdo do PTS produz efeitos cardioprotetores em miocéardio
isquémico (YU etal., 2017; LIU et al., 2017), este estudo é pioneiro em descrever que 0
complexo PTS:HPBCD aumenta a expressdao de Nrf2 e da GSK-3fB fosforilada em
cardiomidcitos pés IAM, mecanismo que parece contribuir para o efeito antioxidante e
cardioprotetor deste fitoquimico. Neste contexto, 0 mecanismo citoprotetor do PTS
também pode ser relacionada a regulacdo da resposta antioxidante, através da sintese de

antioxidantes por ativacao transcricional de Nrf2 (Bhakkiyalakshmi et al., 2014; Elango
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et al., 2014). Adicionalmente, a inibicdo de GSK-3p tem sido reportada como uma
promissora terapia na recuperacao da lesdo miocardica por isquemia/reperfuséo, ja que
esta intervencdo reduz a area de infarto e promove cardioprotecdo (MIURA et al., 2009).
Adicionalmente, Yadav e cols. (2010) sugerem que a administracdo de inibidores de
GSK-3p potencializa os efeitos cardioprotetores do pré-condicionamento isquémico em
ratos diabéticos. Além disso, ha relatos de que GSK-3p fosforilada, além de inibir a
sinalizacdo apoptética, pode inativar a degradacdo de Nrf2, favorecendo seu
direcionamento para o nucleo celular, regulando positivamente a resposta antioxidante
(ROJO et al., 2008).

Na figura 4 pode-se observar um resumo esquematico do potencial farmacolégico
do complexo PTS:HPBCD em diferentes alvos.

Potencial farmacolégico do complexo fm—————————— — — — -
PTS:HPBCD sobre diferentes alvos [ lLipoperoxidagﬁo I Antioxidante nao enzimatico

Figado I l EROs totais IAKT ]GSK-3§

Efeitos do complexo PTS:HPBCD
‘ Cor pulmonale = remodelamento em diferentes modelos IAM =remodelamento adverso l

adverso do VD *5 experimentais do VE

Injuria celular
Prejuizo funcional

Injiria celular
Prejuizo funcional

= -

o ]\ B
, lLlpoperoxndagao GST A

I/ ]GRx ITRxR INm IP—GSK—.‘S[i \\

— —— — — — —— — ——

-~
4 Hipertrofia lAti\'i(lade da NADPH oxidase \
I I SOD l CAT IGSH I GSH/GSSG

IGST I GRx lLipoperoxidagﬁo \ l P_ GSK.3p/ GSK.3p I T /
\ v

7

I
I
] FAC ITAPSE I SERCA I
I

| ™~ \IArea sistolica e diastélica_.
\ Preserva volume sistélico e débito cardiaco o ;. —
NG e e _r R Complexo PTS:HPBCD o= —; =

Protegio da fungio sistélica do VD Proteciio da fungio sistélica do VE

Figura 4: Potencial farmacoldgico do complexo PTS:HPBCD em diferentes alvos. AKT:
serina/treonina quinase; CAT: catalase; EROs: espécies reativas de oxigénio; FAC:
variacdo de area fracional; GSK-3p: glicogénio sintase quinase 3p; GRx: glutaredoxina;
GSH: reduzida da glutationa; GSSG: glutationa oxidada; GST: glutationa-S-transferase;
HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina; IAM: infarto agudo do miocardio; Nrf2: nuclear
factorerythroid 2-related factor 2; SERCA: proteina célcio ATPase; SOD: superoxido
dismutase; TAPSE: excursdo sistolica do plano do anel da trictspide; TRxR: tiorredoxina

redutase; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo. 1: aumento; | : redugio.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Na presente tese nosso foco inicial foi explorar os efeitos do complexo
PTS:HPBCD sobre o remodelamento do VD, desta forma apresentamos mais resultados
abordando diferentes mecanismos fisiopatoldgicos em modelo de Cor pulmonale
comparado ao modelo de IAM. Uma justificativa plausivel seria o fato do mecanismo de
remodelamento e IC direita ser pouco estudada, apresentar-se como uma doengca muito
debilitante, com mau progndstico e opg¢des terapéuticas limitadas. Assim como no VD,
os efeitos do PTS sobre o VE p6s IAM sdo muito promissores, sendo novas investigacoes
necessarias para identificar outros alvos farmacoldgicos deste fitoquimico durante a
progressao e remodelamento pés |IAM.

De forma geral, o conjunto de resultados da presente Tese destaca o papel
antioxidante do complexo PTS:HPBCD, especialmente na dose de 100 mg/kg, e sua
modulacéo sobre a expressao proteinas de sinalizacao redox sensiveis tanto no no figado
quanto em ambos os ventriculos sob condi¢cbes de remodelamento patoldgico.
Adicionalmente, estes achados reforcam outros dados da literatura que apontam a
participacdo de mecanismos de estresse na fisiopatologia desta doenca. As acOes
cardioprotetoras do complexo PTS:HPBCD parecem prevenir o remodelamento
ventricular e melhoram a funcéo sistolica direita e esquerda, efeitos que provavelmente
foram favorecidos pelo aumento da biodisponibilidade oral promovido pela presenca da
HPBCD no complexo. Diante disso, o complexo PTS:HPBCD poderia ser usado como um
tratamento complementar a terapia farmacoldgica disponivel a fim de minimizar os

efeitos deletérios do desequilibrio oxidativo sobre a homeostase e funcéo cardiaca.

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

farmacoldgicos carecem ser explorados, tais como:

v Determinar o efeito do tratamento com do complexo PTS:HPBCD sobre
parametros inflamatorios, como interleucina 10 (IL-10) e interleucina 6 (IL-6),
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), proteina de choque térmico Hsp 70 e fator

nuclear kappa B (NF-xB) sobre o remodelamento em Cor pulmonale e pés IAM;
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Explorar o efeito do tratamento com o complexo PTS:HPBCD sobre a sinalizacéo
apoptdtica, atraves da expressao das proteinas Bcl2, Bax e caspase em ambos 0s
modelos estudos na presente Tese;

Investigar se a administracdo do complexo PTS:HPBCD tera algum efeito sobre a
autofagia tanto no VD quanto no VE, através da expressdo das proteinas
fosfoinusitol-3-cinase (PI13K), beclina 1, proteina alvo da rapamicina em

mamiferos (MTOR);

Avaliar a biodisponibilidade oral e tecidual (Figado, VD e VE) do complexo
PTS:HPBCD comparado ao PTS ndo complexado.

Avaliar o efeito do complexo PTS:HPBCD quando co-administrado com farmacos
ja utilizados na clinica que constem nas diretrizes de tratamento da insuficiéncia
cardiaca, como por exemplo, a associacdo com inibidor da fosfodiesterase 5 (0
sildenafila) durante a Cor pulmonale experimental; e em modelo de 1AM a
administracdo concomitante com um betabloqueador (como metropolol) ou com

um blogueador do receptor de angiotensina (como losartana).
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~ UNIVERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica No Uso De Animais
" DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 28218

T AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES E ANTI-INFLAMATORIAS DO
PTEROSTILBENO NO MODELO EXPERIMENTAL DE INSUFICIENCIA CARDIACA DIREITA

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

ALEX SANDER DA ROSA ARAUJO - coordenador desde 01/02/2015
Denise dos Santos Lacerda - Aluno de Doutorado desde 01/02/2015

Comissdo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniéo realizada em
23/03/2015 - Sala 330 - Prédio do Anexo | da Reitoria - Campus Centro - Porto Alegre - RS,
em seus aspectos éticos e metolodoldgicos, para a utilizacdo de 172 ratos Wistar, machos,
pesando 250 g, de acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais,
especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a criagdo e utilizacdao
de animais em atividades de ensino e pesquisa.
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