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RESUMO

A isquemia seguida de reperfusdo esta associada com a ativagcdo de uma
cascata de eventos danosos intimamente relacionados ao estresse oxidativo.
Durante a isquemia, ocorre 0 aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que durante a reperfuséo, € favorecida pelo restabelecimento da tensdo de
oxigénio. Uma vez que a utilizacdo de antioxidantes exdgenos parece exercer
efeitos benéficos apenas nas fases iniciais das doencas cardiovasculares, 0
sulforafano (SFN) é uma nova estratégia terapéutica que atua estimulando a
producdo da maquinaria antioxidante enddégena. Este composto € um isotiocianato
natural encontrado em vegetais cruciferos, como o broto de brocolis, que demonstra
ter um efeito cardioprotetor associado a sua acdo estimulatoria sobre a reserva
antioxidante enddgena. Poucos estudos até o momento evidenciaram o potencial
cardioprotetor do SFN na isquemia e reperfusdo miocardica. O objetivo deste
estudo, portanto, foi testar a hipétese de que o pré-tratamento com SFN poderia
modular a funcdo ventricular pés-isquémica, atenuando o estresse oxidativo de
coracles isolados de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Ratos Wistar
machos pesando entre 250 — 300g foram tratados por trés dias com SFN
(10mg/kg/dia i.p.) ou veiculo. Vinte e quatro horas apds a ultima inje¢cdo, os ratos
foram mortos e seus coracdes foram retirados rapidamente e submetidos a isquemia
global em aparelho do tipo Langendorff. Os cora¢des foram perfundidos com
solucdo Krebs-Henseleit por um periodo pré-isquémico de 20 minutos
(estabilizacdo), seguido por isquemia global normotérmica de 20 minutos e 20
minutos de reperfusdo. Foram avaliados o0s seguintes parametros: frequéncia
cardiaca (FC), pressao sistolica do ventriculo esquerdo (PSVE), pressado diastélica
final do ventriculo esquerdo (PDFVE), indice de contratilidade (+dP/dt), indice de
relaxamento (-dP/dt) e pressao de perfusdo coronariana (PP). Ao final do protocolo,
os coracOes foram pesados e congelados a -80°C para posteriores analises
bioquimicas e moleculares. Foram analisadas a expressdao da SOD, CAT, GPx e
heme oxigenase-1 (HO-1) e atividade da SOD, CAT, GPx, TrxR, Grx e GST, bem
como a producéo de EROs totais e lipoperoxidacédo evidenciada pelas substancias
reativas ao acido tiobarbitirico em homogeneizados dos coragdes pds isquémicos.

Os resultados deste trabalho mostram que o SFN foi capaz de estimular a



magquinaria antioxidante intracelular através do aumento significativo de 66% da
expressdo de ambas as enzimas SOD e HO-1. Ainda, foi capaz de diminuir a
producdo de EROs totais em 7%. Entretanto, ndo foi capaz de estimular a expressao
de enzimas como a CAT e a GPx. As atividades destas enzimas, bem como das
enzimas TrxR, Grx e GST também néo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos. Nao foram encontradas diferencas entre o0s grupos também na
lipoperoxidacdo. Quanto a mecanica cardiaca, o SFN nao foi capaz de modular a
funcao ventricular pés isquémica no regime de tratamento utilizado.

Como concluséo, o pré tratamento com SFN na dose de 10 mg/kg/dia foi
capaz de estimular a expressado de antioxidantes endégenos importantes, tais como
a HO-1 e a SOD. Entretanto, 0 aumento na expressao nao repercutiu em suas
atividades enzimaticas e, dessa forma, ndo se observou modificacdo na funcéo

ventricular pés-isquémica dos coracfes submetidos a isquemia-reperfusao.

Palavras-chave: isquemia-reperfusdo, mecéanica cardiaca, sulforafano, estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Ischemia followed by reperfusion activates a cascade of injurious events
closely related to oxidative stress. During ischemia, generation of reactive oxygen
species increases and even more in reperfusion with the reestablishment of oxygen
tension. Once exogenous antioxidants seem to exert beneficial effects only in initial
phases of cardiovascular diseases, sulforaphane (SFN) is a new therapeutic strategy
which acts stimulating endogenous antioxidant machinery. This compound is a
natural occurring isothiocyanate, found in cruciferous vegetables as broccoli sprouts,
which demonstrates a cardioprotective capacity associated with its capacity of
stimulating the antioxidant endogenous reserve. There are few studies until the
moment evidenciating the cardioprotective role of SFN on ischemia-reperfusion. The
aim of this study was to test the hypothesis that pre-treatment with SFN could
modulate the post-ischemic ventricular function, attenuating oxidative stress in
isolated hearts submitted to ischemia-reperfusion. Male Wistar rats weighing
between 250 — 300g were treated for three days with SFN (10mg/kg/day i.p.) or
vehicle. Twenty four hours after the last injection, rats were decapitated and their
hearts were rapidly excised and submitted to global ischemia in a Langendorff’s
apparatus. Hearts were perfused with a Krebs-Henseleit solution for a pre-ischemic
period of 20 minutes (stabilization), followed by normotermic global ischemia of 20
minutes and 20 minutes of reperfusion. The following parameters were evaluated:
heart rate (HR), left ventricular systolic pressure (LVSP), left ventricular end diastolic
pressure (LVEDP), contractility index (+dP/dt), relaxation index (-dP/dt) and coronary
perfusion pressure (PP). At the end of protocol, hearts were weighed and frozen at -
80°C for posterior biochemical and molecular analysis. The expression of SOD, CAT,
GPx and heme oxygenase-1 (HO-1) and activity of SOD, CAT, GPx, TrxR, Grx and
GST, as well as total reactive oxygen species production and lipid peroxidation
evidenciated by thiobarbituric reactive substances analysis were performed in
homogenates of post-ischemic hearts. The results of the present study show that
SFN was capable to stimulate the antioxidant intracellular machinery due to a
significant increase of 66% in the expression of both SOD and HO-1 enzymes.
Moreover, it was capable to reduce ROS production by about 7%. Although, it was
not capable to induce CAT and GPx expression. The activities of these enzymes, as

well as TrxR, Grx and GST did not present significant differences between groups.



No differences between groups were found in lipid peroxidation. Regarding to
mechanical function, SFN was not capable to modulate post-ischemic ventricular
function with the treatment regimen used.

In summary, pre-treatment with 10 mg/kg/day SFN was capable to stimulate
the expression of important endogenous antioxidants, such as HO-1 and SOD.
However, the increase on the expression did not reflect in its enzymatic activities
and, thereby, no modification on post-ischemic ventricular function of the hearts

submitted to ischemia-reperfusion was observed.

Keywords: ischemia-reperfusion, mechanical function, sulforaphane, oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencgas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCV) compreendem um grupo de doencgas de
diferentes etiologias que sao responsaveis por altas taxas de mortalidade e
morbidade. Os indicadores e dados basicos mais atuais sao referentes ano de 2011
e apontam que, no Brasil, as DCV representam em torno de 30% da mortalidade
total, atingindo mais de 5% de pessoas com 35 anos ou mais (Moura et al., 2012;
Ministério da Saude). Nos ultimos anos, as taxas de mortalidade por insuficiéncia
cardiaca vém decrescendo no pais em todas suas grandes regides geoecondmicas.
Em regides como Centro-oeste, Sul e Sudeste, houve estabilizacdo ou queda da
mortalidade por doencas do aparelho circulatério, apresentando forte correlacdo com
reducdo da mortalidade infantil, elevacéo do produto interno bruto (PIB) per capita e
aumento na escolaridade (Gaui et al., 2014; Soares et al., 2013). Apenas as taxas
de mortalidade por doencas isquémicas agudas elevaram-se nas regides Norte e
Nordeste do Brasil, principalmente a partir de 2005 (Gaui et al., 2014).

Dentre estas DCV, a doenca coronariana aguda € a manifestacdo mais
prevalente (Hamm et al., 2011) e a causa mais comum de insuficiéncia cardiaca em
paises desenvolvidos (Lala e Desai, 2014). E uma doenca inflamatéria cronica
complexa, caracterizada pelo remodelamento e estreitamento das artérias
coronéarias que fornecem oxigénio ao coracdo. Dessa maneira, reduz-se o fluxo
sanguineo para as regifes subjacentes, levando a isquemia miocardica e hipoxia
tecidual. Tem etiopatogénese complexa, com origem multifatorial influenciada por
fatores como a dieta, fumo e atividade fisica, bem como por fatores genéticos. No
caso de aterosclerose, que ocorre em 90% dos casos, ha interacdo de inUmeros
tipos de células, como células endoteliais, leucdcitos, plaguetas e miocitos, levando
a formacdo de uma placa aterosclerdtica primaria tipica (Sayols-Baixeras et al.,
2014). Dentre as manifestagOes clinicas se encontram isquemia silenciosa, angina
estavel, infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca e morte subita, sendo esta
altima, principalmente relacionada a aterosclerose (Sayols-Baixeras et al., 2014;
Jaskanwal et al., 2014).

Quando ocorre isquemia seguida de reperfusédo, os efeitos sdo complexos e
deletérios, e apesar de bem caracterizados, continuam sendo alvos de intenso

estudo.
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1.2 Isquemia e reperfusdo miocardica

A isquemia seguida de reperfusdo esta frequentemente associada com a
ativacdo de uma cascata de eventos danosos que podem ocorrer em doencas e
situagcbes como, por exemplo, a doenca arterial coronariana, cirurgias com
circulacdo extracorpoérea e transplante cardiaco (Rodrigo et al., 2013).

Durante a isquemia, ocorre deplecdo de O, e ATP, o que interfere na
maquinaria da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, levando ao aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Ainda, ocorre o remodelamento
metabdlico, que consiste na troca do metabolismo de acidos graxos atraves da beta
oxidagdo pelo metabolismo de carboidratos através de glicolise anaerodbica, o que
gera acidose intracelular, resultante do acumulo de lactato (Cokkinos et al., 2006;
Raedschelders et al., 2012). Os cardiomidcitos acabam reestabelecendo sua
demanda energética diminuindo a contratilidade; porém a homeostase ibnica
depende da energia proveniente do ATP, uma vez que a energia potencial utilizada
pelos trocadores idbnicos depende da atividade das ATPases. Ocorre, portanto a
perda da homeostasia idnica. O acumulo de prétons leva a um aumento na troca
Na*/H"* por este trocador, gerando um aumento na concentracéo de Na® intracelular,
alterando também a atividade do trocador Na*/Ca*". H4 um aumento na expulsio de
Na® e na captacdo de Ca'™ produzindo dessa forma, juntamente com a acidose
miocardica, modificacbes no metabolismo do Ca'" e, portanto contraturas e arritmias
cardiacas (Sanada et al., 2011; Raedschelders et al., 2012; Minamino, 2012).

Apesar de poder salvar o miocardio apés uma longa isquemia, a reperfusao
por si, paradoxalmente, induz dano miocéardico (dano por reperfusdo) (Minamino,
2012). Ocorre a rapida restauracdo de substratos essenciais para geracao de ATP
como glicose, acidos graxos livres, O, e a rapida normalizacdo do pH extracelular,
fatores esses, cruciais para prevencdo do dano isquémico e restauracdo da
homeostase celular (Sanada et al., 2011). Entretanto, o reestabelecimento da tensao
de O, na reperfusédo leva a uma super producdo de espécies reativas, tanto de
oxigénio como de nitrogénio, levando a piora da funcédo cardiaca (Rodrigo et al.,
2013). A grande quantidade dessas espécies produzidas na reperfusdo excede a
capacidade antioxidante endégena, levando ao estresse oxidativo. As EROs reagem
com as biomoléculas celulares ativando metaloproteinases da matriz extracelular,

enzimas proteoliticas que levam ao prejuizo da funcdo mecanica. Ainda, as EROs
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promovem a abertura do poro de transicAo de permeabilidade mitocondrial,
localizado na membrana interna da mitocéndria. Esses eventos podem levar a morte
por necrose dependendo do tempo de isquemia (Raedschelders et al., 2012).

O estresse oxidativo em conjunto com a rapida normalizacdo do pH levam a
alteracdo da funcéo das proteinas relacionadas ao metabolismo do Ca™ O aumento
na geracao de peroxido de hidrogénio (H.O;) leva a modificacdo na contratilidade
miocardica decorrente da modificacio das concentracbes de Ca* (Greensmith et al.,
2010). Essa disfuncéo pés-isquémica na contratilidade, é conhecida como “stunned
myocardium” (miocardio atordoado), uma disfuncdo mecéanica que persiste no
miocardio reperfundido ap6s uma isquemia reversivel (McCord, 1987). Mesmo com
uma isquemia reversivel, a disfuncédo contratil pode persistir por horas, dias e até
semanas, mesmo com o reestabelecimento da perfusdo normal (Bolli, 1988; Canty
Jr. e Suzuki, 2012).

A isquemia é considerada reversivel se a reperfusdo do tecido for realizada
prontamente. A disfuncdo miocardica reversivel em modelos animais é melhor
representada com tempo de isquemia de até 20 minutos (Palmer et al., 2004).
Estudos com ratos, utilizando modelos de isquemia-reperfusdo do coracao isolado,
demonstraram os efeitos de diferentes tempos de isquemia sobre a mecanica
cardiaca. Palmer et al. (2004) observaram que existe um decréscimo de 15% na
contratilidade, 30% de declinio na pressdo desenvolvida (PD) e um pequeno
aumento na pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) no periodo de
15 a 20 minutos de isquemia. Em contraste, uma isquemia global de 25 a 30 min
apresenta depressédo severa na funcao de bomba do ventriculo esquerdo, com uma
reducdo progressiva na recuperacdo da pressado desenvolvida (PD), no indice de
contratilidade (+dP/dt) e na PDFVE. A isquemia com duracdo maior que 20 — 30
minutos leva a um estado de dano tecidual irreversivel, caracterizado como necrose
(Rodrigo et al., 2013).
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1.3 Envolvimento do estresse oxidativo na isquemia—reperfusao

1.3.1 Estresse oxidativo e sistemas de defesa antioxidante

Intimamente relacionado a doenca isquémica cardiaca esta o0 estresse
oxidativo. O estresse oxidativo é um desequilibrio entre a producdo de agentes
oxidantes e de defesas antioxidantes em favor dos primeiros, podendo levar a leséo
tecidual e modifica¢cdes na sinalizacdo redox e vias de controle especificas (Kaul et
al., 1993; Sies, Jones, 2006).

A acdo catalitica de enzimas e processos de transferéncia de elétrons
ocorrem normalmente no metabolismo celular e levam a producéo de radicais livres
(RL) (Kaul et al., 1993). RL é qualquer espécie quimica (atomo ou molécula) capaz
de existir independentemente, que possua um ou mais elétrons desemparelhados,
em qualquer orbital, normalmente no mais externo (Halliwell e Gutteridge, 1999).
Sao, portanto reativos e capazes de iniciar reagcdes em cadeia por extrair um elétron
de moléculas proximas e completar seus proprios orbitais (Grieve et al., 2004). Sua
interacdo com moléculas biolégicas como amino&cidos, carboidratos, lipidios e DNA
pode levar a danos irreversiveis a essas estruturas (Jones, 2008).

O oxigénio molecular apresenta dois elétrons de spins paralelos no seu orbital
mais externo, que o torna um RL pouco reativo. Dessa forma, o oxigénio pode
receber um elétron e se tornar um forte agente oxidante. Por outro lado, para sua
completa reducdo, deve receber quatro elétrons todos de uma vez, o que ocorre
com 95% do oxigénio consumido, envolvendo, portanto, a reducéo tetravalente do
oxigénio. O oxigénio restante (menos que 5%) é reduzido de forma monovalente
gerando intermediarios altamente reativos conhecidos como espécies reativas de
oxigénio (EROs) (Kaul et al., 1993).

A reducdo monovalente do oxigénio molecular leva a formacdo do anion
superoéxido (O,*). Este radical possui uma meia vida relativamente curta e limitada
capacidade de difusdo. Em pH acido este anion é protonado na forma de (HO»*) que
€ mais toxica as membranas devido a sua grande lipofilicidade. A enzima superdxido
dismutase (SOD) atua dismutando o O, em um n&o radical, o peroxido de
hidrogénio (H.0,). Em mamiferos, existem 3 isoformas da SOD: a mitocondrial que
contém Mn (Mn-SOD), a citosolica que contém Cu-Zn (Cu/Zn-SOD) e a extracelular
gue também contém Cu-Zn (EC-SOD) (Poljsak, 2011).
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O H,0, tem meia vida relativamente longa e pode atravessar as membranas
celulares e percorrer distancias consideraveis, causando danos em alvos distantes
de sua origem (Kaul et al., 1993). E reduzido pela catalase (CAT) ou por
peroxidases, como a glutationa peroxidase (GPx) (Grieve et al., 2004; Murphy et al.,
2011). O que determina qual das enzimas estara mais ativa € a concentragdo de
H,O, e o local. A CAT esta presente principalmente nos peroxissomas e age em
concentracbes nanomolar (nM) de H,O, Ja a GPx atua em concentracdes
micromolar (uM) de H,O, (Ascenséao, 2003). A GPx utiliza a GSH como um agente
redutor para levar o H,O, a agua, sendo a GSH modificada para sua forma oxidada
(GSSG). Na simples presenca de metais de transicdo como Fe* e Cu™, o H,0; é
reduzido a radical hidroxil (OHe) e ion hidroxil (OH-). O OHe- é altamente reativo, com
tempo de meia vida muito curto e apresenta limitada capacidade de difusdo. Dessa
forma, modifica estruturas proximas ao seu sitio de geragéo, principalmente por
abstracdo de hidrogénios de ligacdes insaturadas. A adicdo de um quarto elétron
juntamente com um proton leva a formacao de H,O (Kaul et al., 1993). A sequéncia

de reactes de reducédo do oxigénio pode ser melhor visualizada na figura 1.
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Figura 1: Reducdo mono e tetravalente do oxigénio molecular. Adaptado de Lushchak,
2014.

Em baixas concentracdes, EROs sdo moléculas de sinalizacdo, porém sua
producdo excessiva ou anormal leva ao estresse oxidativo (Lee et al., 2012). As
maiores fontes intracelulares geradoras de EROs sdo a cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial in vivo, as NADPH oxidases (Nox), a xantina oxidase e a 6xido

nitrico sintase desacoplada (desacoplada-NOS) (Afanas’ev, 2011; Poljsak, 2011).
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Em células de mamiferos, existem dois principais sistemas antioxidantes tiol-
dependentes, o sistema Trx e o0 sistema antioxidante glutationa (GSH).

O sistema tiorredoxina € o principal sistema estresse-induzivel que reduz a
ligacdo dissulfeto de diversas proteinas e também as glutationas oxidadas em
grupamentos tidis. Compreende o NADPH, a tiorredoxina redutase (TrxR) e a
tiorredoxina (Trx). Juntamente com a GSH, realiza o “tamponamento redox”
intracelular. As células de mamiferos possuem dois sistemas Trx, o citosolico (Trx-
1) e o mitocondrial (Trx-2). A atividade do sistema Trx é principalmente mostrada
através da transferéncia de elétrons para as peroxirredoxinas (Prxs) entre outras
redutases. Além de fornecer elétrons as enzimas antioxidantes, o sistema Trx esta
envolvido na sinalizacdo redox, regulando diversos fatores de transcricdo (Gaté et
al., 1999; Lu e Holmgren, 2013). A Trx1 é regulada por hipdxia e por condicdes
oxidativas através da ligacdo do Nrf-2 (nuclear factor E2-related factor 2) a regiao
promotora no elemento responsivo a antioxidantes do gene da Trx (Hanschmann et
al., 2013).

As Prxs sdo também um grupo de peroxidases que catalisa a reducdo do
H.O, (Golbidi et al.,, 2012). At¢é o momento, foram identificadas pelo menos 6
isoformas, distribuidas em varias organelas nas células de mamiferos e atuam com
a GPx para reduzir o H,O, localmente e controlando a transducéo de sinais. S&o
divididas em trés grupos baseados em sua estrutura e mecanismo catalitico: 2-Cys
Prx (Prx1-4), a atipica 2-Cys Prx (Prx5) e uma 1-Cys Prx (Prx6). Considerando que
0 sistema Prx € um dos mais abundantes nas células de mamiferos, este deve ser
um sistema chave para remocdo de EROs e para a defesa contra o estresse
oxidativo (Lu e Holmgren, 2013).

Ambos os sistemas Trx e Prx podem ser observados na figura 2.
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Figura 2: Sistemas Tiorredoxina e Peroxirredoxina. TrxR, Tiorredoxina Redutase; Trx,

Tiorredoxina; Prx, Peroxirredoxina. Baseado em Lu e Holmgren, 2014.

O mecanismo de ac¢do do sistema glutarredoxina é similar ao da Trx via Prxs,
sendo composto pela glutarredoxina (Grx), glutarredoxina redutase (GrxR) também
sendo necessario NADPH e GSH (Gaté et al., 1999). A Grx oxidada é reduzida pelo
NADPH via glutationa redutase (GR) e pela GSH (figura 3). Quatro subtipos foram
identificadas em mamiferos: Grx1, Grx2, Grx3 e Grx5 (Hanschmann et al., 2013).

<NADPH+H*X erR -s, x er s2 X Proteina- (SH),
NADP* GrxR— (SH)2 Proteina-S,

Figura 3: Sistema Glutarredoxina. GrxR, Glutarredoxina Redutase; Grx,

Glutarredoxina; GSH, Glutationa Reduzida; GSSG, Glutationa Oxidada. Baseado em
Gaté et al., 1999.
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Além dos antioxidantes enzimaticos classicos, algumas enzimas podem atuar
atenuando o estresse oxidativo, através de sua propria acdo ou da acdo de seus
subprodutos.

A heme oxigenase (HO) tem um papel essencial na regulacdo dos niveis do
grupo heme intracelular, uma vez que catalisa a degradacdo oxidativa do grupo
heme em biliverdina, ferro livre e mondéxido de carbono (CO). Através da enzima
biliverdina redutase, a biliverdina € rapidamente metabolizada a bilirrubina e o ferro
livre é prontamente sequestrado pela ferritina (Paine et al., 2010).

Existem trés isoformas da HO; a HO-1, HO-2 e HO-3, sendo apenas as duas
primeiras expressas em humanos. A HO-1 & denominada induzivel, com baixa
expressao basal e sua expressao é estimulada por diversos indutores como metais
pesados, citocinas, hipoxia, oxidantes e compostos vaso-ativos (Barbagallo et al.,
2013; Kim et al., 2011). A HO-1 também é conhecida como a heat shock protein-32
(HSP-32) (Barbagallo et al., 2013). A isoforma HO-2 é expressa de forma constitutiva
e nao induzivel e esta presente em altas concentracdes no cérebro e testiculos, por
exemplo (Paine et al., 2010; Kim et al., 2011).

A HO previne a acdo altamente oxidativa do grupo heme, que por sua vez,
aumenta a susceptibilidade celular ao dano mediado por oxidantes e a geracdo de
EROs. Ainda, a HO-1 pode ter papel na sinalizagcdo intracelular, estimulando a
expressdo de antioxidantes. A expressdo aumentada de ferritina combinada a
expressdo de HO-1 pode contribuir para uma protecdo adicional contra o ferro
ferroso liberado durante a quebra do grupo heme (Kim et al., 2011; Lin et al., 2007).

Os subprodutos CO e bilirrubina podem mediar efeitos protetores quando em
determinadas concentracdes, visto que seu acumulo causa toxicidade. A biliverdina
e a bilirrubina sédo consideradas potentes antioxidantes, uma vez que podem
diretamente tamponar EROs e interagir com o Oxido nitrico (NO) e com o
peroxinitrito (ONOOQO). A bilirrubina também apresenta acao potente, suprimindo a
acao pro-oxidante da NADPH oxidase (Kim et al., 2011).

Enzimas de detoxificacdo de fase Il tém um papel importante na
biotransformagédo de moléculas, inativando substratos potencialmente danosos,
aumentando sua solubilidade e facilitando sua excrecédo. A maioria dessas enzimas
sao transferases e entre elas se encontram as glutationas S-transferases (GSTs). As
glutationas transferases sdao um grupo de enzimas multifuncionais que catalisam

reacoes de conjugacado de glutationa (GSH) com varios grupos de substratos como
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metabdlitos téxicos enddgenos, compostos quimicos exdgenos e radicais
superoxido, apresentando assim, um importante papel na protecéo contra toxicidade
e estresse oxidativo. A manutencdo da GSH em diferentes compartimentos celulares
também é regulada pelas GSTs (Boddupalli et al., 2012; Raza, 2011).

1.3.2 Fontes de EROs na isquemia-reperfuséao

As principais fontes de EROs na IR sdo a xantina oxidase e a mitocondria,
uma vez que o tecido cardiaco € rico em mitocondrias e hd aumento no vazamento
de elétrons da cadeia respiratéria (McCord 1987; Raedschelders et al., 2012).

Em uma situacdo de normoxia, quando a cadeia respiratoria funciona
normalmente, o transporte de elétrons € iniciado através da oxidacdo do NADH
(oriundo do ciclo do acido tricarboxilico) pelo complexo NADH desidrogenase e
resulta na completa reducdo do oxigénio molecular a 4gua no complexo citocromo
oxidase. O ATP é gerado através da energia potencial estocada no gradiente
eletroquimico de protons. Apenas de 1 — 2 % dos elétrons que passam pela cadeia
de transporte resultam na producao de anion superoxido em condicdes fisioldgicas.
Devido a esse pequeno vazamento e consequente formacao de EROs, se atribui um
papel fisiolégico para as mesmas como intermediarios da sinalizacao intracelular
(Raedschelders et al., 2012).

Durante a isquemia, ocorre um desequilibrio relacionado aos intermediarios
do ciclo do acido tricarboxilico, que se encontram predominantemente na forma
reduzida. A reducao parcial do oxigénio molecular a agua é favorecida, uma vez que
existe a inibicdo isquémica do fluxo de elétrons para além do complexo Il e uma
diminuicdo da razdo NADH/NAD. Como resultado, ha um aumento no estado
reduzido e na deplecdo do citocromo C e um modesto aumento na producéo de
anion superoxido (Raedschelders et al., 2012).

Na reperfusdo, ocorre a reativacdo do ciclo do &cido tricarboxilico,
reestabelecendo os intermediarios do ciclo juntamente com a tensdo de O..
Entretanto, a inibicdo do fluxo de elétrons para além do complexo Ill € mantida,
aumentando dessa forma a geracdo de &anion superoxido no complexo Ill. O
bombeamento de prétons nos complexos | e lll fracamente reestabelecem a forca

motora protdnica, permitindo assim a sintese de ATP em baixos niveis. As
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consequéncias do dano mitocondrial persistente por abertura do poro de
permeabilidade mitocondrial podem ser observadas no trabalho cardiaco, que nem
com a normalizacdo da tensdo e consumo de oxigénio ou com a normalizacédo do
ciclo do acido citrico, volta a se recuperar (Raedschelders et al., 2012). O
mecanismo de geracdo de EROs pela cadeia de transporte de elétrons mitocondrial

durante a isquemia e na reperfusao podem ser melhor observados na figura 4.
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Figura 4: Geracdo de EROs pela
cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial (complexos I, II, 1l e IV,
Citocromo C e ATP sintetase). Fluxo
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cor preta. Fluxo de elétrons diminuido
representado pela cor cinza. Baseado
em Raedschelders et al., 2012.
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A segunda maior fonte de EROs na isquemia-reperfusdo é a enzima xantina
oxidase. A forma nativa dessa enzima € a xantina desidrogenase, que nao atua
reduzindo o oxigénio molecular e, dessa maneira, ndo forma o O,*. A xantina
desidrogenase participa do metabolismo das purinas, catalisando a oxidacdo da
hipoxantina em xantina e desta Ultima em acido arico, sendo esta reacao acoplada
com a reducdo de NAD a NADH. Os tecidos saudaveis possuem apenas 10% do
total da enzima na forma de oxidase. Durante a isquemia, existe uma conversao da
xantina desidrogenase em xantina oxidase, através da modificacdo de um grupo
sulfidril ou por clivagem proteolitica. A xantina oxidase ainda é capaz de catalisar a
reacdo da hipoxantina em acido urico, mas em acoplamento com a reducéo parcial
do oxigénio molecular (Raedschelders et al., 2012; McCord, 1987).

A fim de atenuar os efeitos da isquemia e reperfusdo, muitos compostos,
principalmente com acgédo antioxidante, vém sendo estudados (Jiang et al., 2014,
Hardy et al., 2015). Um destes compostos, o sulforafano, ainda pouco estudado no
sistema cardiovascular, € uma estratégia interessante por suas acdes como

antioxidante indireto.

1.4 Sulforafano

Uma vez que a utilizacdo de antioxidantes exdgenos parece exercer efeitos
benéficos apenas nas fases iniciais das doencas cardiovasculares, com perda
posterior dessa capacidade (Aradjo et al. 2006), é interessante que se encontrem
alternativas para o tratamento dessas doencas.

Uma alternativa é a utilizacdo de compostos capazes de estimular o
organismo a produzir defesas antioxidantes enddégenas. Um grupo importante de
compostos que tém esta propriedade sdo os compostos organosulfurados, como os
isotiocianatos que ocorrem como glicosinolatos em uma variedade de vegetais
cruciferos (Ye et al., 2002). Estudos epidemiologicos inicialmente demonstraram que
0 consumo de vegetais cruciferos estava associado com uma menor incidéncia de
cancer (Lee, 1989; Mehta, 1995). Posteriormente, descobriu-se que esses efeitos
anticarcinogénicos estavam intimamente associados com sua capacidade de induzir
enzimas de detoxificacdo de fase Il e inibicdo de enzimas de fase I, importantes para

a ativacgao dos carcindégenos, como a citocromo P450 (Morimitsu, 2002).
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Em estudos com isotiocianatos, o sulforafano (1-isotiocianato-(4R)-
(metilsulfinil)butano) foi isolado do brocdlis no inicio dos anos 90 como o maior
indutor das enzimas de fase Il com propriedades quimioprotetoras in vivo (Zhang et
al., 1992, 1994). E um composto de facil acesso a populacdo, encontrado em
abundancia no broto de brocolis, couve-flor, repolho, agrido, rabanete, mostarda,
entre outros vegetais cruciferos do género Brassica (Guerrero-Beltran et al., 2012).
Quando as células desses vegetais sao “danificadas” fisicamente como, por
exemplo, no preparo e na mastigacdo, ha a ativacdo da enzima mirosinase e 0s
glicosinolatos sdo hidrolisados dando origem aos isotiocianatos (Ye, et al., 2002;
Guerrero-Beltran et al., 2012).

Muitos estudos tém demonstrado que esse composto induz a transcricdo de
enzimas de fase Il e antioxidantes intracelulares através da via Keapl/Nrf-2/ARE.
Em situacdes basais, a Keapl (Kelch-like ECH association protein 1) sequestra o
Nrf-2 (NF-E2-related factor 2), formando um complexo com a culina 3, uma ligase
sinalizadora para degradacdo proteossomal por ubiquitinacdo do Nrf-2. O
sulforafano (SFN) interage especificamente com residuos de cisteina da Keapl
levando a dissociacdo do complexo Keap1/Nrf-2/Cul3. Dessa forma o Nrf-2 fica livre
para translocar ao nucleo e se ligar ao ARE (elemento responsivo a antioxidantes)
(Guerrero-Beltran et al., 2012; Hybertson et al., 2011; Boddupalli, 2012).

Com relacédo ao sistema cardiovascular, um estudo desenvolvido pelo nosso
grupo com cardiomioblastos de linhagem mostrou que, em condi¢cdes normais, 0
tratamento com SFN foi capaz de estimular a maquinaria antioxidante intracelular,
diminuir o dano lipidico além de diminuir a sinalizacao para morte celular (Fernandes
et al., 2015).

Um estudo com ratos tratados com extrato de brécolis por 30 dias por
gavagem, que tiveram seus coragdes isolados e submetidos a isquemia-reperfusao,
demonstrou diversos efeitos cardioprotetores (Mukherjee et al., 2008). O efeito
cardioprotetor foi evidenciado pela melhora na funcdo ventricular pés-isquémica
associada ao aumento da expressdo ou preservacao da expressdo de Trx-1, Trx-2,
TrxR, Grx-1, HO-1, SOD e Nrf-2 entre outras proteinas de sinalizacdo (Mukherjee et
al., 2008, 2010).

Piao e cols. (2013) administraram SFN intraperitonealmente em ratos, e
demonstraram efeitos protetores através da reducéo da PDFVE pds-isquémica, além

de um decréscimo nos niveis de LDH durante a reperfusdo. Ainda, este estudo



27

evidenciou a preservacdo da expressao de alguns antioxidantes endégenos como a
catalase, Mn-SOD e HO-1 (Piao et al., 2013).

Visto que o SFN € um composto natural que atua estimulando a reserva
antioxidante celular, € interessante que se facam estudos com doses e protocolos de
tratamento diversos. Desta forma, 0s mecanismos e sua acao podem ser explorados
e elucidados no intuito de que este composto possa atuar como coadjuvante em

doencas como, por exemplo, a doenca isquémica cardiaca.
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2 JUSTIFICATIVA

2.1 Problema de pesquisa

Qual o efeito da administracdo de sulforafano sobre a fungcdo mecanica e
parametros relacionados ao estresse oxidativo do coragdo isolado de ratos

Wistar no modelo de isquemia-reperfusao?

2.2 Hipotese
Baseado nos achados que foram abordados na revisao de literatura, este

estudo sugere como hipdtese que, através do aumento da reserva antioxidante
endégena, o sulforafano administrado previamente ao dano celular cardiaco,
atenua o estresse oxidativo e modula a fungao ventricular de coragdes isolados

de ratos submetidos a isquemia-reperfusao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel do sulforafano na inducdo da reserva antioxidante
enddgena, bem como em parametros da mecénica cardiaca no coracao isolado

de ratos apdés isquemia-reperfusao.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar as alteragdes do tbnus coronariano nos ratos tratados com sulforafano
ou veiculo através da pressdo de perfusdo (PP) do coragao isolado pelo
método de Langendorff;

e Avaliar as alteragcbes de pressao intracardiaca (pressao sistolica do ventriculo
esquerdo (PSVE), presséo diastélica final do ventriculo esquerdo (PDFVE),
indice de contratilidade (+dP/dt), indice de relaxamento (-dP/dt) e frequéncia
cardiaca (FC) nos grupos experimentais;

e Avaliar temporalmente, ao longo da reperfusdo, as variagbes de pressao
intracardiaca (presséo sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE), pressao
diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE), indice de contratilidade
(+dP/dt), indice de relaxamento (-dP/dt) e frequéncia cardiaca (FC) nos
grupos experimentais;

e Quantificar a expressdo de enzimas antioxidantes enddégenas como SOD,
CAT, GPx e HO-1 em homogeneizados de tecido cardiaco de ambos os
grupos;

e Determinar as atividades enzimaticas da SOD, CAT, GPx, GST, TrxR e Grx
em homogeneizados de tecido cardiaco dos diferentes grupos experimentais;

e Verificar as concentragdes de espécies reativas do oxigénio (EROs) totais do
homogeneizado de tecido cardiaco dos grupos experimentais;

e Medir a lipoperoxidagao por TBARS em homogeneizados de tecido cardiaco.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 250 e 300 g, adquiridos
do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio, 6rgéo
Auxiliar do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da UFRGS e mantidos no
Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia.

O calculo do tamanho amostral foi efetuado através do programa Sigma Plot
11.0. No célculo do tamanho da amostra foram considerados, probabilidade de erro
a = 0.05 e poder do teste estatistico (1- B probabilidade de erro) = 0.90. O n
calculado foi de 14 amostras por grupo, totalizando 28 amostras para dois grupos
(Maslov et al., 2012). Considerando a estimativa de perda de 30% dos coragdes no
periodo de estabilizacdo (Schenkel, 2006; Oliveira, 2009), e a necessidade de
realizacdo de um projeto piloto experimental com o aparelho Langendorff, foram
adicionados 29 animais ao tamanho amostral. O numero total de animais utilizados
foi de 57 ratos, porém o numero final de animais do estudo foi de 25 animais, uma
vez que 20 animais foram utilizados em um projeto piloto e os demais foram
perdidos durante o periodo de estabilizacdo ou foram excluidos do estudo, conforme
os critérios de exclusao citados mais adiante neste estudo.

Os animais foram aleatoriamente divididos em caixas plasticas de 270 x 260x
310 mm de 3 a 4 animais por caixa. Durante todo o tratamento, os animais tiveram
acesso a agua e racdo comercial (Nuvilab CR-1 marca Nuvital) “ad libitum”. A
temperatura ambiente foi em média 23°C, com controle ciclico de 12 horas de
luz/escuriddo. Os animais permaneceram 72 horas em ambientacdo, e apds este
periodo o tratamento com o composto sulforafano ou com veiculo foi realizado
intraperitonealmente, uma vez por dia, durante trés dias (Piao et al., 2010).

Os procedimentos experimentais realizados nos animais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRGS (projeto nimero 24771).
Todos os procedimentos experimentais desenvolvidos no presente estudo estiveram
de acordo com a Lei 11.794 e as Diretrizes para o Cuidado e a Utilizagcado de Animais
para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA) do CONCEA.
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4.2 Grupos experimentais

Para o desenvolvimento do presente estudo, dois grupos experimentais foram

estabelecidos:

e Controle (CTL) - animais que receberam inje¢des intraperitoneais de
veiculo e tiveram seus coragdes isolados e submetidos a isquemia e
reperfusao.

e Sulforafano (SFN) - animais que receberam injecdes intraperitoneais de
sulforafano e tiveram seus coragdes isolados e submetidos a isquemia e

reperfusao.

4.3 Sequéncia experimental

4.3.1 Administracdo do Sulforafano ou Veiculo

Os animais dos grupos controle e sulforafano (R,S—Sulforaphane LKT
laboratories) receberam respectivamente injecées via intraperitoneal de veiculo
(NaCl 0,9% + DMSO 0,5%) ou sulforafano (10 mg/Kg/dia) diluido em DMSO com
volume final de administracdo de no maximo 0,5 mL. As injecbes foram

administradas por trés dias consecutivos antes da perfusao do coracao isolado.

4.3.2 Solucéo de perfusao

A solucédo utilizada para a perfusdo dos cora¢des isolados foi a de Krebs-
Henseleit (K-H) modificada, composta por, em mmol/L: NaCl 120; KCI 5,4; CaCl,
1,25; MgCl; 1,8; NaHCO3; 27; NaH,PO,4 2; Na,SO4 1,8 e glicose 11,1.

Foram preparadas trés solucdes estoque, com concentracdo 20 vezes maior
do que a utilizada nas perfusdes e armazenadas sob refrigeracéo a 4°C:

e Solucéo 1: Cloretos (NaCl, KCI, MgCly);
e Solugdo 2: Sodios (NaHCO3, NaH,PO,4, Na,SO,);
e Solucao 3: Calcio (CacCly).
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Para obter a solucao de perfusdo se misturava 50 mL da solugéo 1; 50 mL da
solucdo 2; 12,5 mL da solucdo 3; 2 g de D-glicose e 4gua destilada até completar 1
litro. A solucdo era borbulhada com carbogénio (95% de O, — 5% de CO,) para
equilibrar o pH (7,4) e filtrada através de uma membrana de nitrocelulose de 0,45 pum
(Merck Millipore, Alemanha ), com o objetivo de remover qualquer particula capaz de

provocar microembolia no coracéo.

4.3.3 Perfusé&o dos Coracgdes Isolados

Os animais foram trazidos ao laboratério do biotério setorial momentos antes
de comecgar a perfusédo. Eles foram heparinizados e mortos por decapitagdo sem
anestesia prévia. O sangue troncular foi coletado em tubos tipo Eppendorff com
heparina e foram centrifugados a 3000 RPM por 15 minutos em centrifuga
refrigerada (Modelo Mikro 220R, Hettich Zentrifugen). Aliquotas de plasma e
eritrécitos foram armazenadas em tubos tipo Eppendorff a -80°C para posteriores
analises.

Os animais tiveram seu térax aberto com o auxilio de uma tesoura para a
retirada do coracédo, que foi imediatamente fixado a canula do aparelho de perfusédo
do tipo Langendorff (Hugo Sachs Elektronik, Alemanha, 1895), através da artéria

aorta ascendente (figura 5).

] F —- —— F'erlusamh“
o8- Bomba i_‘_ i
; L
Controle
Fluxo de ¥ do nivel
A Gas s .
QD _, e
& Controle da - _J +dPldt
Pressdo A‘—I
™ b -dP/dt
Pressdo defJ n :
Perfusio :]—Hz‘ Ve FDJ PVentricular
l —

A
'\4%— Balonete Lo Freqiéncia
N7/ Intraventricular Cardiaca

WY

Sistema de
Aquisica

Figura 5: Esquema mostrando o sistema de perfusdo Langendorff. Fotografia

produzida neste estudo.
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A perfusdo do coragéo isolado foi realizada retrogradamente através da aorta
com fluxo constante (10 mL/min) mantido por uma bomba peristaltica (Modelo BP-
600.04, Milan). A retroperfusdo adrtica provoca a abertura dos éstios coronarios,
promovendo a perfusdo das artérias coronarias. O atrio direito foi mantido intacto
para que a frequéncia espontanea a partir do nodo sinoatrial fosse utilizada.

A solucéo foi gaseificada durante todo o procedimento experimental com
carbogénio (95% de O, e 5% de CO,) para manter o pH em 7,4. A pressao de
carbogénio que chegava ao oxigenador (bulbo de vidro do aparelho perfusor onde a
solucdo era oxigenada) foi controlada por uma valvula Gotlliebe (Hugo Sachs
Elektronik), registrada no manémetro (Boso — Alemanha) do aparelho de perfuséo e
mantida entre 10 — 15 mmHg. A temperatura da agua que circulava ao redor dos
compartimentos que continham a solucdo de perfusdo, bem como ao redor da
camara que alojava o liquido no qual os coracfes ficavam submersos, foi mantida a
37°C durante todo o protocolo experimental por uma bomba circuladora de agua
com aguecedor e termostato (Modelo M3 Lauda, Hugo Sachs Elektronik).

Com o auxilio de uma tesoura, abria-se um orificio pequeno no atrio
esquerdo, e, através deste e da valva mitral, um balonete de borracha de latex
vulcanizada preenchido com &gua e conectado a um transdutor de pressao era
inserido no ventriculo esquerdo (figura 6). Esse sistema era verificado sempre ao
inicio da perfusdo de cada coracédo, a fim de eliminar a presenca de qualquer bolha
de ar que pudesse atenuar o sinal mecéanico da contracdo. O volume do balonete
intraventricular foi ajustado durante a estabilizacdo com uma seringa equipada com
um micrébmetro para proporcionar uma pressdo diastdlica final do ventriculo
esquerdo (PDFVE) em torno de 10 mmHg. Esse ajuste era realizado somente

durante o periodo de estabilizacao.

Figura 6: Coracdo isolado canulado
em aparelho do tipo Langendorff
através da aorta ascendente e com
balonete inserido no ventriculo

esquerdo. Fotografia produzida neste

estudo.
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Os registros foram efetuados através de dois transdutores de pressao (TPS-2,
Séo Paulo, Brasil). O transdutor acoplado a canula aortica detectou as variagdes de
pressdo de perfusdo coronariana meédia (PP). Através do outro transdutor, acoplado
ao balonete intraventricular, detectou-se as variacfes de frequéncia cardiaca (FC),
pressao sistolica do ventriculo esquerdo (PSVE), pressdo diastolica final do
ventriculo esquerdo (PDFVE), os indices de contratilidade (+dP/dt) e de relaxamento
(-dP/dt) e, a partir destes dados, pode ser calculada a pressdo desenvolvida (PD =
PSVE - PDFVE). Os sinais emitidos pelos transdutores foram amplificados e
registrados por um sistema de aquisicdo e analise de dados (Isoheart, Hugo Sachs

Elektronik, Alemanha). A taxa de amostragem do sistema era de 2 kHz (figura 7).
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Figura 7: Registro tipico do sistema Isoheart (Hugo Sachs Elektronik). Variagcdo em
tempo real e temporal incluindo os periodos de estabilizacdo (20 min), isquemia (20
min) e reperfusdo (20 min) da presséo sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE),
pressao diastolica final do ventriculo esquerdo (PDFVE), os indices de contratilidade
(+dP/dt) e de relaxamento (-dP/dt), pressdao de perfusdo coronariana média (PP),

frequéncia cardiaca (FC) e presséo desenvolvida (PD).
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4.3.4 Critérios de exclusao

Com o objetivo de assegurar o funcionamento mais proximo do fisiol6gico, os
coracdes que nao apresentaram PP de 60 a 100 mmHg, PSVE de 60 a 100 mmHg e
FC de 200 a 300 bpm ao final da estabilizacéo, foram considerados inadequados e

foram excluidos do estudo.

4.3.5 Protocolo Experimental

Os animais de ambos os grupos tiveram seus cora¢des perfundidos com a
solucdo de K-H modificada por um periodo de estabilizacdo de 20 minutos (com
PDFVE controlada de aproximadamente 10 mmHg), seguido pelo desligamento da
bomba perfusora para geracao de isquemia global normotérmica por 20 minutos. Em
seguida os coracfes foram reperfundidos por um periodo de 20 minutos (figura 8)
(Schenkel, 2006; Palmer et al., 2004).

ESTABILIZACAO ISQUEMIA REPERFUSAQ

O min 20 min 40 min 60 min

Figura 8: Tempo em minutos do protocolo de perfusdo do coracgéo isolado

Ao término do protocolo de perfusdo, cada coracdo isolado foi retirado da
canula, teve seus atrios removidos rapidamente e foi fatiado transversalmente em 4
porcoes. Estas Ultimas foram pesadas e armazenadas em tubos tipo Eppendorff e
congeladas em nitrogénio liquido, para posteriormente serem armazenadas a —
80°C.

4.4 Homogeneizacao do tecido cardiaco
Para a realizacdo das analises de estresse oxidativo, as fatias de coracao

foram homogeneizadas durante 40 segundos em Ultra-turrax com KCIl 1,15% (5 mL

por grama de tecido) e fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF) na concentragéo de
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100 mmol/L em isopropanol (10uL por mL de KCI adicionado). O PMSF é um inibidor
de proteases que impede a degradacg&o das enzimas cuja atividade foi determinada.
Em seguida os homogeneizados foram centrifugados por 20 minutos a 3000 rpm em
centrifuga refrigerada a 4°C (Modelo Mikro 220R, Hettich Zentrifugen) e os
sobrenadantes foram separados em tubos tipo Eppendorff e congelados em freezer -
80°C para posteriores andlises (Llesuy et al., 1985).

Para a realizacdo das analises por western blot, as fatias de coracdo foram
homogeneizadas por 40 segundos em Ultra-turrax, utilizando PMSF 100 mmol/L e
Cell-lysis buffer ou tampao PIK (NaCl 150 mM, TRIS 20mM, EDTA 5 mM, Glicerol
10%, NP40 1%). Os homogeneizados foram centrifugados a 8000 g por 10 minutos
em centrifuga refrigerada a 4°C (Modelo Mikro 220R, Hettich Zentrifugen) e os

sobrenadantes foram separados em tubos tipo Eppendorff.

4.5 Quantificacdo de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores (1951), que utiliza como padrao uma solugao de albumina bovina na
concentracdo de1 mg/mL. Reagentes utilizados: Reativo de Folin Ciocalteau, diluido
em agua destilada na propor¢ao 1:3, e Reativo C, que € composto por 50 mL do
reativo A, 0,5 mL do reativo B1 e 0,5 mL do reativo B2, onde os reativos A, B1 e B2
sao, respectivamente:

e NaHCO; (bicarbonato de sddio) 2% (p/v) em NaOH (hidroxido de sédio) 0,1 N;
e CuS04.5H,0 (sulfato de cobre) 1% (p/v);
e KNaC4H404.4H,0 (tartarato de sodio e potassio) 2% (p/v).

Em tubos de ensaio, foram adicionados a amostra, agua destilada e reativo C
preparado a fresco. Apos 10 minutos, adicionou-se o reativo de Folin Ciocalteau.
Apdés 30 minutos, a leitura foi efetuada em espectrofotbmetro de placa (Anthos
Zenyth, 200rt) a 625 nm. Um calculo foi realizado utilizando um fator de correcéo
meédio obtido através da curva de calibragcdo com a solugdo padrao de albumina

bovina e os resultados expressos em mg de proteina/mL.
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4.6 Atividade das enzimas antioxidantes

4.6.1 Superéxido Dismutase (SOD)

A superdxido dismutase catalisa a reagdo de dois anions superoxido, com a
consequente formacao de peroxido de hidrogénio. A técnica utilizada neste trabalho
para determinacdo da SOD foi baseada na inibicdo da reag¢ao do radical superdxido
com o pirogalol. O superdxido é gerado pela auto-oxidagao do pirogalol quando em
meio basico. A SOD presente na amostra em estudo compete pelo radical
superoxido com o sistema de deteccao. A atividade da SOD é determinada medindo-
se a velocidade de formagéo do pirogalol oxidado.

Os reagentes utilizados para a realizagao da técnica foram: solugdo tampao
(Tris-base 50 mmol/L; EDTA 1 mmol/L, pH 8,2), solugcdo de catalase (30 umol/L),
volumes adequados das solugdes de SOD e pirogalol 24 mmol/L (em acido cloridrico
a 10 mM), obtendo-se as concentra¢des desejadas.

Primeiramente, foi feita uma curva padrao utilizando as concentragdes de 0;
0,25; 0,5 e 1 unidade de SOD (Sigma Chemical Co., St Louis, MO), através da qual
pode ser obtido o fator de corregdo para converter a percentagem de inibicdo da
autooxidagcao em unidades de enzima.

No ensaio, a oxidacdo maxima do pirogalol foi determinada, possibilitando
assim calcular a percentagem de inibicdo causada pela SOD das amostras. A reagao
leva a formagdo de um produto de cor detectado espectrofotometricamente a 420

nm. A atividade da enzima foi expressa em U SOD/mg de proteina (Marklund, 1985).

4.6.2 Catalase (CAT)

A CAT é uma hemoproteina que catalisa a decomposi¢cao do peréxido de
hidrogénio a agua. Desta forma, o consumo de H202 pode ser utilizado como uma
medida de atividade da enzima CAT. O ensaio consiste em medir a diminuicdo da
absorbancia no comprimento de onda de 240 nm, comprimento de onda onde ha
maior absorgao pelo peroxido de hidrogénio. Utilizam-se cubetas de quartzo devido

a alta energia do comprimento de onda no qual as medidas sao realizadas.
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Para a realizagcdo das medidas utilizou-se uma solugao tampao de fosfatos de
sédio a 50 mM em pH 7,4 e perdxido de hidrogénio 0,3 mol/L. Os resultados foram

expressos em pmoles/mg de proteina (Aebi, 1985).

4.6.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A GPx catalisa a reagdo de hidroperéxidos com glutationa reduzida (GSH)
para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da redugdo do hidroperéxido.
Dessa forma, a atividade da enzima pode ser determinada medindo-se o consumo
de NADPH na reacao de reducao acoplada a reacédo da GPx.

A amostra foi preparada adicionando-se uma mistura de cianetos (cianeto de
potassio - KCN - 9 mmol/L e ferrocianeto de potassio - K3[Fe(CN)6] - 0,9 mmol/L)
para inibir a atividade pseudo-peroxidase da hemoglobina, a fim de que esta nao
interferisse no ensaio.

Os reagentes utilizados foram tampao de fosfato 143 mmol/L e EDTA 1
mmol/L (pH 7,5), NADPH (0,24 mmol/L), azida sodica (1 mmol/L) para inibir a
atividade da catalase, GSH (5 mmol/L), glutationa redutase (GR) 0,25 U/mL e
hidroperoxido de tert-butila (0,5 mmol/L). Os resultados foram expressos em

nmoles/min/mg de proteina (Flohé e Gunzler, 1984).

4.6.4 Glutarredoxina (Grx)

As Grx usam a energia redutora da glutationa (GSH) para catalisar reducfes
de dissulfetos mistos entre um residuo de cisteina protéico e uma glutationa, além
de catalisar a formacdo de dissulfetos mistos, um processo conhecido como
glutationilagéo.

Para avaliar a atividade da glutarredoxina utilizou-se o protocolo estabelecido
por Holmgren e Aslund (1995). A glutationa reduzida (1 pM) foi adicionado o
hidroximetildisulfito (HED, 15 mM) em 100 mM de tampé&o Tris/HCL (pH 7,8)
contendo 1 mM de EDTA e albumina (0,1 mg/mL).

A gquantidade de GSSG produzida foi medida a partir da adicdo de NADPH
(0,2 mM) e glutationa redutase de levedura (6 pg/mL) a 340 nm. A atividade foi

expressa em mmol/mg de proteina (Holmgren & Aslund, 1995).
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4.6.5 Tiorredoxina Redutase (TrxR)

A funcéo antioxidante da TrxR esta associada a sua propriedade de reduzir
diretamente o H,O, e hidroperoxidos lipidicos e indiretamente por fornecer Trx
reduzida como doador de elétrons para as enzimas peroxirredoxinas (Prxs), as quais
atuam na remocéao de peroxidos.

A atividade da TrxR foi determinada a partir da reducdo do 5'5-ditiobis (2-
acido nitrobenzoico) (DTNB) a TNB. A TrxR ao reagir com o NADPH e com o DTNB,
gera um produto de cor amarela, o TNB, que é detectado a 412 nm. Para determinar
a atividade da isoforma citosélica da Trx (TrxR-1), utilizou-se uma mistura de
reagentes contendo DTNB (25 mg/mL de etanol 99,5%), albumina (20 mg/mL de
agua destilada), NADPH (40 mg/mL de tampéo fosfato), EDTA 0,2 mol/L. Os dados

foram expressos em nmol/min/mg proteina (Holmgren and Bjornstedt, 1995).

4.6.6 Glutationa-S-Transferase (GST)

As glutationas transferases sdo um grupo de enzimas que catalisam reacdes
de conjugacéao de glutationa (GSH) com varios grupos de substratos, apresentando
assim, um importante papel na detoxificacdo de agentes alquilantes. Todas as
transferases sao ativas com o composto cloro-dinitro-benzeno (CDNB), sendo a
conjugacao deste com GSH, utilizada para determinar sua atividade. A formacéo do
composto corado dinitro-fenil-glutationa foi medida espectrofotometricamente a 340
nm (Mannervik e Gluthenberg, 1981).

A atividade da GST foi medida acompanhando-se a reacao de formacao do
DNP-SG A 340 nmol/L em um meio de reacdo contendo tampao fosfato 0,2 mol/L
(pH 6,5), GSH 20 mmol/L, CDNB 20 mmol/L e homogeneizado de tecido cardiaco.

Atividade da GST foi expressa em nmoles/minuto/mg proteina.

4.7 Concentracdo de espécies reativas totais

Para a deteccdo da formacdo de espécies reativas totais intracelulares se
utilizou o método da oxidagao do 2',7'-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA). O

DCFH-DA é permeavel na célula e, apés a sua entrada na mesma, é clivado por
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esterases intracelulares a 2',7'- diclorofluoresceina (DCFH). Este fica aprisionado no
interior das células e € oxidado a molécula fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina
(DCF) por uma variedade de espécies reativas.

O DCFH-DA é considerado um indicador geral de espécies reativas, reagindo
com H,0O,, ONOO", hidroperoxidos lipidicos e em menor extensdao com O,*. Uma
vez que o H,O, é um produto secundario do O, a fluorescéncia a partir do DCF tém
sido utilizada para estimar a producéo de O, .

No ensaio, amostra de homogeneizado cardiaco foram incubados por 30
minutos & 37°C na auséncia de luz, com tampéao fosfato 20 mM, KCI 140 mM (pH
7,4) e 2'7-DCFH-DA 100 pM em uma placa de 96 pocos. A fluorescéncia foi
medida usando comprimentos de onda de excitacdo (480 nm) e emissédo de (535
nm). Os resultados foram expressos em pmol de DCF formado / mg de proteina
(Lebel et al., 1992).

4.8 Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-RS)

Radicais livres reagem com lipidios de membrana causando lipoperoxidacéao,
com consequente formacdo de malondialdeido. Essa substancia aquecida, em
presenca de acido tiobarbitarico (TBA), forma um composto corado que pode ser
medido espectrofotometricamente a 532 nm. O meio de reagdo continha
homogeneizado de tecido cardiaco, SDS 8,1%, acido acético 20% e TBA 0,8%
(Buege e Aust, 1978).

4.9 Expressdao de proteinas por Western Blot

As proteinas foram quantificadas de acordo com a técnica descrita por (Lowry
e cols., 1951) e utilizadas para normalizar a quantidade de proteina das amostras
cardiacas. Trinta microgramas de proteina foram incubados com tampé&o de Laemmli
(Tris 0,5 mol/L; SDS 10%; Glicerol 20%; Azul de bromofenol 0,05%; 2-
betamercaptoetanol 6%) a 95°C por 2 minutos e, em seguida, foram expostos a
eletroforese de gel monodimensional de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida
(SDS-PAGE). As proteinas separadas foram transferidas através de eletroforese
para membranas PVDF (Immobilon — P Milipore) usando tamp&o contendo Tris base
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48 mmol/L, glicina 39 mmol/L, metanol 10%, pH 8,9. As membranas foram entao
bloqueadas por uma hora em leite desnatado 1% em tampao TBS-tween (Tris 20
mM, NaCl 140 mM, Tween 20 0,05%). As membranas foram processadas por
imunodeteccdo, usando-se 0s seguintes anticorpos primarios: anticorpo policlonal
IgG para SOD-1, CAT, GPx, Heme Oxigenase-1 (HO-1). O GAPDH foi utilizado
como como normalizador (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, Cell
Signaling Technology, Beverly, MA, USA). Os anticorpos primarios foram detectados
usando anticorpos secundérios de acordo com a origem dos primarios (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA e Amersham Pharmacia Biotech do Brasil
LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil). As membranas foram expostas a um filme de RX
(Hyperfilm — Amersham, UK) durante 30-60 segundos utilizando-se um Kit-ECL.
Apos esse periodo, o filme foi revelado e fixado. As bandas imurreativas foram
guantitativamente analisadas no densitdbmetro de imagem (Imagemaster VDS ClI,

Amersham Biosciences, Europe, IT) (Laemmli, 1970; Klein, 1995).

4.10 Anélise estatistica

A andlise temporal dos resultados de mecéanica cardiaca foi realizada através
de ANOVA de medidas repetidas de duas vias, seguida por pos teste de Student-
Newman-Keuls (SNK). Na andlise temporal, os resultados tiveram distribuicdo néo
paramétrica, e dessa forma, para uma melhor visualizacdo, foram expressos como
mediana e intervalo interquartil.

Para a analise de resultados de ensaios enzimaticos e expressédo proteica se
utilizou, no caso de resultados paramétricos, o Teste t de Student. Quando os dados
tiveram distribuicdo ndo paramétrica, as diferencas foram verificadas através do
Teste U de Mann-Whitney.

Para todas as analises, considerou-se significativa a diferenca quando o P <
0,05. O Software Sigma Plot 12.0 foi utilizado como ferramenta para a analise dos

dados.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfuséo do coracgéo isolado

Ao final do periodo de estabilizagdo, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos CTL e SFN nos parametros aferidos, demostrando que todos os coragdes
perfundidos tinham funcdo cardiovascular basal semelhante antes da isquemia
(tabela 1).

Tabela1. Final da estabilizacio. Frequéncia cardiaca (FC), Presséo sistdlica do ventriculo esquerdo
(PSVE), Presséo diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE), indice de contratilidade (+dP/dt),
indice de relaxamento (-dP/dt) e Pressdo de perfusdo coronariana (PP) entre os diferentes grupos

experimentais.

FC PSVE PDFVE + dP/dt - dP/dt PP
Grupos (bpm) (mmHg) (mmHg) (mmHg/s) (mmHg/s) (mmHg)
CTL 239+18 79 +12 10+2 2061 + 675 1717 + 5892 7 +10
SFN 239+ 15 B3 +13 9+1 1955 + 206 1604 + 134 f5+£10

Valores representam média + D.P. de 12-13 animais por grupo. CTL = ratos tratados com veiculo;

5FN =ratos tratados com sulforafano (10 mg/Kg/dia por 3 dias).

No periodo final de reperfusdo, ndo foram observadas diferencas
significativas em nenhum dos parametros aferidos (tabela 2). O mesmo foi
observado durante os periodos iniciais da reperfusdo mostrados temporalmente nos

proximos gréficos.

Tabela 2. Final da reperfuséo. Frequéncia cardiaca (FC), Presséo sistdlica do ventriculo esquerdo
(PSVE), Presséo diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE), indice de contratilidade (+dP/dt),

indice de relaxamento (-dP/dt) e Presséo de perfuséo coronariana (PP) entre os diferentes grupos

experimentais.

FC PSVE PDFVE + dP/dt - dP/dt PP
Grupos (bpm) (mmHg) (mmHg) (mmHg/s) (mmHg/s) (mmHg)
CTL 21517 99 £15 34 £19 2105 £ 1493 1690 + 922 768
SFN 207 +22 93+ 8 36 + 16 2053+ 1018 1962 + 1129 79+14

Valores representam media £ D.P. de 12-13 animais por grupo. CTL = ratos tratados com veiculo;

5FN =ratos tratados com sulforafano (10 mg/Kg/dia por 3 dias).
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Quando analisados temporalmente, os dados apresentam diferencas
significativas apenas dentro do mesmo grupo ao longo dos diferentes periodos do
protocolo experimental. Nao houve diferenca significativa entre 0s grupos em
nenhum dos tempos estudados.

No grupo CTL, a PSVE foi significativamente maior em todos os tempos de

reperfusdo, em relacdo ao basal (final da estabilizagéo) (figura 9).
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Figura 9: Analise temporal da pressao sistdlica do ventriculo esquerdo (PSVE) nos diferentes
periodos de perfusdo do coracao isolado submetido a isquemia e reperfusdo. Dados expressos como
mediana e intervalo interquartil com 12 e 13 animais por grupo. ANOVA de medidas repetidas de
duas vias. Basal, final da estabilizacdo. CTL, ratos tratados com veiculo; SFN, ratos tratados com

SFN (10 mg/Kg/dia por 3 dias).

* Diferenca significativa vs final da estabilizacado apenas para o grupo CTL, P < 0,05.

Quando analisada temporalmente, a PDFVE apresentou um aumento
significativo quando comparados todos os tempos de reperfusdo com o basal, para
ambos o0s grupos. Os tempos de 15 e 20 minutos de reperfusdo também foram
significativamente diferentes dos 5 minutos de reperfusdo para ambos os grupos

(figura 10).
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Figura 10: Analise temporal da pressdo diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) nos

diferentes periodos de perfusdo do coracdo isolado submetido a isquemia e reperfusdo. Dados
expressos como mediana e intervalo interquartil com 12 e 13 animais por grupo. ANOVA de medidas
repetidas de duas vias. Basal, final da estabilizagdo. CTL, ratos tratados com veiculo; SFN, ratos
tratados com SFN (10 mg/Kg/dia por 3 dias).

* Diferenca significativa vs final da estabilizacdo em ambos os grupos experimentais, P < 0,05;

# Diferenca significativa vs 5 minutos de reperfusdo em ambos os grupos experimentais, P < 0,05.

Com relacdo ao indice de contratilidade (+dP/dt), apenas o grupo SFN
apresentou uma diminuicdo significativa nos 5, 10 e 15 minutos de reperfusdo em
relacdo ao basal. Ainda, apenas para o grupo SFN, houve um aumento significativo
guando comparou-se o tempo de 20 minutos aos 15 minutos de reperfusdo. Para
ambos o0s grupos foi encontrado um aumento significativo no indice de
contratilidade, quando se comparou 0s 20 minutos aos 5 e 10 minutos de reperfuséo
(figura 11). Para ambos os grupos, portanto, houve uma queda no indice de
contratilidade durante os primeiros minutos de reperfusdo. Entretanto, aos 20
minutos de reperfusdo, se observa uma recuperacdo neste indice com valores
proximos ao basal para ambos 0s grupos experimentais.

O indice de relaxamento foi maior aos 20 minutos de reperfusdo, quando
comparado a todos os demais tempos, apenas para o grupo SFN (figura 12).
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Figura 11: Andlise temporal do indice de contratilidade (+dP/dt) nos diferentes periodos de perfusdo
do coracao isolado submetido a isquemia e reperfusdo. Dados expressos como mediana e intervalo
interquartil com 12 e 13 animais por grupo. ANOVA de medidas repetidas de duas vias. Basal, final
da estabiliza¢é@o. CTL, ratos tratados com veiculo; SFN, ratos tratados com SFN (10 mg/Kg/dia por 3
dias).

* Diferenca significativa vs final da estabilizacdo apenas para o grupo SFN, P < 0,05;

# Diferenca significativa vs 5 e 10 minutos de reperfuséo para ambos os grupos experimentais, P <
0,05;

& Diferenca significativa vs 15 minutos de reperfusdo apenas para o grupo SFN, P < 0,05.

0
-o- CTL
g - - SFN
T+ -10004
=
E
]
& -20004
°
-3000 T T T T T
Basal 5' 10' 15’ 20'
'

Minutos da reperfuséao

Figura 12: Andlise temporal do indice de relaxamento (-dP/dt) nos diferentes periodos de perfuséo do
coracdo isolado submetido a isquemia e reperfusdo. Dados expressos como mediana e intervalo
interquartil com 12 e 13 animais por grupo. ANOVA de medidas repetidas de duas vias. Basal, final
da estabilizacdo. CTL, ratos tratados com veiculo; SFN, ratos tratados com SFN (10 mg/Kg/dia por 3
dias).

* Diferenca significativa vs todos os demais tempos, apenas para o grupo SFN, P < 0,05.
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A presséo de perfusdo coronariana meédia foi significativamente menor em
relacdo ao basal aos 10 minutos de reperfusdo para ambos 0s grupos
experimentais. Aos 15 minutos de reperfusao, apenas o grupo CTL apresentou PP
significativamente menor quando comparado ao basal. Ainda, aos 10 minutos de
reperfuséo, o grupo CTL apresentou diferenca significativa quando comparado aos 5
minutos de reperfusdo. Aos 20 minutos de reperfusdo, apenas o grupo SFN
apresentou diferenca significativa ao ser comparado aos 5 minutos de reperfuséo.
Ambos os grupos experimentais apresentaram PP significativamente maior quando
se comparou 0s 20 aos 10 e 15 minutos de reperfusdo. Em outras palavras, apesar
de ambos os grupos terem uma queda na PP e ambos se recuperarem aos 20
minutos de reperfusdo, o grupo SFN se apresentou mais estavel em relacdo ao
basal (figura 13).
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Figura 13: Andlise temporal da pressdo de perfusdo coronariana (PP) nos diferentes periodos de
perfusdo do coracéo isolado submetido a isquemia e reperfusdo. Dados expressos como mediana e
intervalo interquartil com 12 e 13 animais por grupo. ANOVA de medidas repetidas de duas vias.
Basal, final da estabilizagdo. CTL, ratos tratados com veiculo; SFN, ratos tratados com SFN (10
mg/Kg/dia por 3 dias).

* Diferenca significativa vs final da estabilizacdo para ambos 0s grupos experimentais, P < 0,05;
# Diferenca significativa vs 5 minutos de reperfusao apenas para o grupo CTL, P < 0,05;

& Diferenca significativa vs final da estabilizacdo apenas para o grupo CTL, P < 0,05;

@ Diferenca significativa vs 5 minutos da reperfusdo apenas para o grupo SFN, P < 0,05.

$ Diferenca significativa vs 10 e 15 minutos da reperfusdo para ambos 0s grupos experimentais, P <
0,05;
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5.2 Enzimas antioxidantes

A figura 14 mostra a expresséo (A) e a atividade (B) da SOD em coracoes
expostos a 20 minutos de isquemia global, seguidos por 20 minutos de reperfusao.
Os coragOes de ratos tratados com SFN apresentaram significativamente maior
expressdo da SOD quando comparados aos corac¢des de ratos do grupo CTL (66%).
Porém, ao se analisar a atividade desta enzima, ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos experimentais.
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Figura 14: Imunoconteddo da Cu-Zn Superédxido Dismutase (SOD) (A) e determinacéo da atividade
da SOD total (B) em homogeneizado de tecido cardiaco submetido a isquemia e reperfusdo. GAPDH
foi usado como normalizador. Valores expressos como média + D.P. Analises por Western blot: de 4
a 5 animais por grupo (um gel representativo de experimentos por Western blot mostrando 3 bandas
para cada grupo experimental). Ensaio de atividade enzimética: 11 a 12 animais por grupo. Teste t de
Student. CTL, ratos tratados com veiculo; SFN, ratos tratados com sulforafano (10 mg/Kg/dia por 3
dias).

* Diferenca significativa vs CTL, P < 0,05.
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Tanto a expressdo proteica quanto a atividade enzimética da CAT em
homogeneizados de tecido cardiaco submetido a isquemia e reperfusdo, nao
apresentaram diferenca significativa entre os grupos (figura 15).
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Figura 15: Imunocontetdo (A) e determinacdo da atividade (B) da catalase (CAT) em
homogeneizado de tecido cardiaco submetido a isquemia e reperfusdo. GAPDH foi usado como
normalizador. Valores expressos como média + D.P. Analises por Western blot: de 4 a 5 animais por
grupo (um gel representativo de experimentos por Western blot mostrando 3 bandas para cada grupo
experimental). Ensaio de atividade enzimatica: 11 a 13 animais por grupo. Teste t de Student. CTL,
ratos tratados com veiculo; SFN, ratos tratados com sulforafano (10 mg/Kg/dia por 3 dias).
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Quando se analisou a expressao proteica e atividade da enzima GPx em
homogeneizados de tecido cardiaco, ndo se verificou diferenca significativa entre os
grupos (figura 16).
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Figura 16: Imunoconteddo (A) e determinacdo da atividade (B) da glutationa peroxidase (GPx) em
homogeneizado de tecido cardiaco submetido a isquemia e reperfusdo. GAPDH foi usado como
normalizador. Valores expressos como média £ D.P. Analises por Western blot: de 4 a 5 animais por
grupo (um gel representativo de experimentos por Western blot mostrando 3 bandas para cada grupo
experimental). Ensaio de atividade enzimatica: 11 a 12 animais por grupo. Teste t de Student. CTL,

ratos tratados com veiculo; SFN, ratos tratados com sulforafano (10 mg/Kg/dia por 3 dias).
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As atividades das enzimas Grx (figura 17) e TrxR (figura 18) em
homogeneizados de tecido cardiaco submetido ao protocolo de isquemia e
reperfusdo, ndo apresentaram diferencga significativa ao se comparar o grupo SFN
com o grupo CTL.
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Figura 17: Determinacdo da atividade da glutarredoxina (Grx) no homogeneizado de tecido cardiaco
submetido a isquemia e reperfuséo. Valores expressos como média = D.P. com 10 a 12 animais por
grupo. Teste t de Student. CTL, ratos tratados com veiculo; SFN, ratos tratados com sulforafano (10
mg/Kg/dia por 3 dias).
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Figura 18: Determinacédo da atividade da enzima tiorredoxina redutase (TrxR) em homogeneizado de
tecido cardiaco submetido a isquemia e reperfusdo. Valores expressos como média + D.P. com 8 a
10 animais por grupo. Teste t de Student. CTL, ratos tratados com veiculo; SFN, ratos tratados com
sulforafano (10 mg/Kg/dia por 3 dias).
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A figura 19 representa a atividade da enzima GST do tecido cardiaco poés
isquemia e reperfusdo. Quando comparado ao grupo CTL, o grupo SFN nao
apresentou diferenca significativa quanto a atividade desta enzima.
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Figura 19: Determinacdo da atividade da glutationa S-transferase (GST) no homogeneizado de
tecido cardiaco submetido a isquemia e reperfuséo. Valores expressos como média + D.P. com 7 a 9
animais por grupo. Teste t de Student. CTL, ratos tratados com veiculo; SFN, ratos tratados com
sulforafano (10 mg/Kg/dia).
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Com relacdo a expressao da enzima HO-1, o tratamento com SFN foi capaz
de aumentar significativamente a expressdo desta proteina em 66% quando
comparado ao grupo CTL (figura 20).
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Figura 20: Imunoconteddo da proteina HO-1 (heme-oxygenase-1) em homogeneizado de tecido
cardiaco submetido a isquemia e reperfusdo. GAPDH foi utilizado como normalizador. Valores
expressos como média + D.P. com 4 e 5 animais por grupo (um gel representativo de experimentos
por Western blot mostrando 3 bandas para cada grupo experimental). Teste t de Student. CTL, ratos
tratados com veiculo; SFN, ratos tratados com sulforafano (10 mg/Kg/dia por 3 dias).

* Diferenca significativa vs CTL, P < 0,05.
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5.3 Concentracédo de espécies reativas totais

Com relacdo a concentracdo de espécies reativas totais (EROs), o
tratamento com SFN foi capaz de reduzir significativamente as mesmas em 7%
guando comparado ao tratamento com veiculo (CTL) (figura 21).
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Figura 21: Determinacdo da concentracdo das espécies reativas totais (EROs) pelo método de
emissdo de fluorescéncia pelo 2',7'-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) em homogeneizado de
tecido cardiaco submetido a isquemia e reperfusdo. Valores expressos como média + D.P. com 11 a

12 animais por grupo. Teste t de Student. CTL, ratos tratados com veiculo; SFN, ratos tratados com
sulforafano (10 mg/Kg/dia por 3 dias).

* Diferenca significativa vs CTL, P < 0,05.
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5.4 Substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico (TBA-RS)

Com o regime de tratamento utilizado ndo foram observadas diferencas
significativas com relacdo ao dano lipidico, representado pelas TBA-RS, quando
comparou-se o grupo SFN com o grupo CTL (figura 22).
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Figura 22: Determinacdo das substéncias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBA-RS) em
homogeneizado de tecido cardiaco submetido a isquemia e reperfusdo. Valores expressos como

mediana (P,s, P7s) com 11 animais por grupo. Teste U de Mann-Whitney. CTL, ratos tratados com
veiculo; SFN, ratos tratados com sulforafano (10 mg/Kg/dia por 3 dias).
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6 DISCUSSAO

Diferentes métodos experimentais tém sido utilizados com o intuito de estudar
0S mecanismos e danos causados pela isquemia-reperfusdo. O modelo de perfusao
do coracéo isolado, em aparelho do tipo Langendorff, € uma excelente estratégia
para o estudo dos efeitos agudos da isquemia-reperfusdo sobre a funcdo mecanica
do coracdo. E um modelo ex vivo, livre de inervagédo e de componentes sanguineos
ou fatores humorais circulantes que podem ser considerados fatores de confuséo
em determinados estudos. Cabe destacar, que as condi¢cdes experimentais podem
ser moduladas conforme o objetivo do pesquisador, como, por exemplo, a utilizacédo
de fluxo ou pressao de perfusdo constante, determinacdo da pré-carga ventricular,
utilizacdo ou nao de frequéncia fixa, composicdo do perfusato, utilizacdo de
farmacos, entre diversos outros fatores (Cokkinos et al., 2006).

A combinacdo das condi¢cdes experimentais € o que determinard o dano
miocardico. A extensdo da lesdo depende da severidade da isquemia (isquemia de
fluxo zero ou fluxo baixo), da duragdo da isquemia, da sequéncia temporal da
isquemia (curto periodo seguido por longo periodo), de mudancas fisicas e/ou
metabdlicas no ambiente (hipotermia, normotermia, conteudo de glicogénio
miocardico pré-isquémico, composicao do perfusato), do retorno adequado do fluxo
coronariano e da resposta inflamatéria (Kloner e Jennings, 2001; Cokkinos et al.,
2006).

Ja esta bem estabelecido que um periodo de 20 minutos de isquemia leva a
um estado de dano tecidual reversivel, ndo ocorrendo, portanto, morte tecidual por
necrose (Raedschelders et al., 2012). No presente estudo, optou-se por utilizar o
tempo de isquemia de 20 minutos, para que dessa forma, fosse possivel a
observacédo dos efeitos cardioprotetores do SFN na lesdo miocardica reversivel.

O SFN vem sendo estudado desde a década de 1980 devido as suas
propriedades quimioterapicas, das quais podem ser destacadas as anti-proliferativas
e anti-angiogénicas. Recentemente, estudos tém focado nos efeitos deste composto
sobre diferentes érgdos como ceérebro, rins e figado bem como sobre condi¢bes
patolégicas de importancia, como a hiperglicemia (Guerrero-Beltran et al., 2012).
Ainda existem poucos estudos utilizando o tratamento com SFN na doenca
cardiovascular. No que diz respeito a isquemia-reperfusdo, um estudo de 2013,
utilizando uma dose de SFN de 0,5 mg/kg/dia por 3 dias de tratamento, verificou que
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0 composto foi capaz de inibir o aumento da PDFVE pos-isquémica, além de
aumentar a PD, o indice de contratilidade e o fluxo coronariano (Piao et al., 2013).
No presente estudo, com o regime de tratamento e dose de SFN utilizados, néo se
observaram melhoras funcionais cardiacas ao final do periodo de reperfusao
estabelecido.

Os estudos de Mukherjee et al. (2008, 2010) demonstram resultados
semelhantes aos de Piao e cols (2013) no que diz respeito a funcéo ventricular pos-
isquémica. Cabe destacar, que neste estudo, os ratos foram tratados com extrato de
brécolis por um periodo de 30 dias antes que seus coragfes fossem submetidos ao
protocolo de isquemia e reperfusdo. Ainda, os pesquisadores utilizaram um periodo
mais longo de isquemia (30 minutos).

Dependendo da duracdo e severidade da isquemia, eventos caracteristicos
como a contratura isquémica, a hipercontratura e o “stunning myocardium” sao
observados. A figura 23, produzida neste estudo, exemplifica estes fendmenos.

A contratura isquémica pode se desenvolver em severos e/ou longos periodos
isquémicos, nos quais a forte interacdo entre as cabecas de miosina e actina é
mantida, visto que ocorre um grande consumo de ATP. Associado a isso, o ADP
formado atua aumentando a atividade ATPase miosinica, fomentando ainda mais o
consumo do ATP. Em modelos de perfusdo do coracdo, o desenvolvimento de
contratura isquémica, tem sido correlacionado com o conteiudo de glicogénio
miocardico pré-isquémico. O tempo para o desenvolvimento de contratura parece
coincidir com o decréscimo na disponibilidade do ATP correspondente a deplecéo
total de glicogénio (Cokkinos et al., 2006).

Um segundo evento caracteristico que ocorre € a hipercontratura. Esta, por
sua vez, se desenvolve imediatamente no inicio da reperfusdo. Pode estar
relacionada tanto ao acumulo intracelular de Ca™", decorrente da atividade reversa
do trocador Na*/Ca*™", quanto a contratura isquémica decorrente dos baixos niveis de
ATP. Apo6s 30 a 60 minutos de reperfusdo ocorre uma lenta e gradual recuperacéo
na excrecdo e na recaptacdo de Ca'" pelo reticulo sarcoplasmatico (Sanada et al.,
2011). No caso de isquemias prolongadas, a hipercontratura parece ser a principal
causa de necrose tecidual. Ainda, em decorréncia da disfungdo vascular, a
reperfusdo pode causar o fendbmeno conhecido como “stone heart”, no qual se
observa rigidez e palidez miocardica, resultante da hipercontratura (Cokkinos et al.,
2006; Sanada et al., 2011).
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Um fendmeno classico que ocorre tanto apds isquemias breves quanto em
isquemias severas € o “stunned myocardium”. Este evento pode ser caracterizado
como uma disfuncdo pds-isquémica prolongada do tecido viavel salvo pela
reperfusdo. Mesmo durante uma isquemia breve, ocorrem anormalidades no tecido
que deixa de ser perfundido, uma vez que 0s midcitos passam a nao contrair dentro
de alguns segundos. Depois da isquemia, o miocardio pds-isquémico, mas ainda
viavel, leva de horas a dias para recuperar totalmente sua funcdo (Kloner e
Jennings, 2001). Existem duas principais hipéteses para explicar este fenémeno:
uma relacionada as EROs e outra ao acumulo de Ca™ que ocorre durante a
reperfusdo (Cokkinos et al., 2006). Estudos prévios realizados pelo nosso grupo
demonstraram que o H,O, esta relacionado com o desenvolvimento do “stunned
heart” (Bianchini e Bello, 1988). A hipétese do Ca™" postula que o acimulo deste jon
secundario ao acumulo de Na*, que ocorre no inicio da reperfusdo, pode estar
relacionado, ou ainda, que o Ca"" pode estar implicado na ativagdo de proteases
Ca'" dependentes. As proteases poderiam clivar os miofilamentos contrateis e assim
diminuir a responsividade ao Ca*. E interessante o fato de que esse atordoamento
do miocardio pode, ainda, desencadear a expressdo de diferentes genes de
proteinas relacionadas a citoprotecdo, sobrevivéncia e crescimento celular
(Cokkinos et al., 2006; Kloner e Jennings, 2001).
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Figura 23: Fenbmenos de contratura isquémica (verde), hipercontratura (vermelho) e
“myocardium stunning” (preto) verificados através das oscilagdes das pressdes
ventriculares ao longo da perfusdo do coracdo isolado. Figura produzida neste

estudo.
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Quando os resultados deste estudo foram analisados temporalmente, alguns
padrbes se tornaram evidentes. Ambos o0s grupos tiveram aumento na PDFVE,
caracterizando a contratura pos-isquémica. O tratamento com SFN nao foi capaz de
diminuir a contratura isquémica provocada pela isquemia reversivel até os 20
minutos de reperfusao.

Apesar de ndo apresentar diferenca significativa quando comparado ao grupo
CTL, a PSVE do grupo SFN, aparentemente, apresentou ao longo do tempo valores
proximos ao da estabilizacdo. Ainda, houve um aumento significativo no
relaxamento, aos 20 minutos da reperfusdo, quando comparado ao final da
estabilizacdo apenas para o grupo SFN. Houve recuperacdo na contratilidade aos
valores basais aos 20 minutos de reperfusdo para ambos 0s grupos. Sugere-se que,
possivelmente, em tempos maiores de reperfusdo, poder-se-ia evidenciar alguma
diferenca na fungcdo mecanica dos coracoes do grupo SFN.

A PP diminuiu até os primeiros 10 minutos de reperfusdo e aumentou a partir
dos 15 minutos para ambos os grupos. A relacéo entre pressao, fluxo e resisténcia é
expressa pela equacdo simplificada da Lei de Poiseuille (P= F x R), onde P é a
pressao no tubo, F é o fluxo e R, a resisténcia. Uma vez que no presente estudo
utilizou-se fluxo constante de 10 mL/min, quaisquer modificagcdes na pressdo de
perfusdo se deram em funcdo de alteracdes na resisténcia coronariana. Dessa
forma, a queda na pressdo de perfusdo nos primeiros 10 minutos de reperfuséo,
pode ser explicada pela diminuicdo na resisténcia coronariana decorrente da acao
de metabdlitos vasodilatadores acumulados durante a isquemia. O aumento na
pressao de perfusdo observado nos periodos seguintes é decorrente da remocéao
desses metabdlitos previamente acumulados e do reestabelecimento da tenséo de
oxigénio e ATP. Assim, a restauracdo do fluxo arterial coronariano leva ao
desenvolvimento de hiperemia reativa, atingindo um pico durante os primeiros 5
minutos e depois decai. O fluxo arterial retorna aos seus valores basais em torno
dos 15 a 20 minutos de reperfusdo (Kloner e Jennings, 2001). A partir desse periodo
poderiam comecar a aparecer diferencas devido a estabilizagdo da pressdo de
perfusdo, caracterizando, portanto, uma limitacdo do nosso estudo.

Estudos recentes tém evidenciado que a acédo quimioprotetora do SFN esta
associada principalmente a sua acéo pro-apoptética em altas doses (Sakao e Singh,
201; Suppipat et al., 2012; Chen et al., 2013). Ja agéo cardioprotetora do SFN esta

relacionada a sua capacidade em induzir a transcricdo de enzimas de detoxificacao
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de fase Il e enzimas antioxidantes em baixas doses de tratamento. Dessa forma, o
SFN ndo atua como um antioxidante per se, mas sim, estimulando a maquinaria
celular a aumentar sua prépria reserva antioxidante enddégena. Testes realizados
com o SFN em nosso laboratorio confirmam estes fatos (dados ndo mostrados neste
trabalho).

J& esta bem estabelecido que o SFN é capaz de induzir tanto a expresséo
como a atividade de enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GPx (Zhu et al., 2008).
Um estudo realizado pelo nosso grupo corrobora essas evidéncias, uma vez que o
tratamento de cardiomioblastos de linhagem por 24 horas com o SFN foi capaz de
aumentar a atividade da SOD, CAT e GST (Fernandes et al., 2015). No presente
estudo, com o0 regime de tratamento utilizado, houve uma expressao
significativamente maior em 66% da Cu/Zn-SOD, quando comparado ao grupo CTL.
No estudo de Muhkerjee (2010) o tratamento com extrato de brocolis por 30 dias
também preservou a expressao pos-isquémica de ambas as isoformas da SOD (Mn
e Cu/Zn).

Apesar da maior expressao de SOD no grupo tratado ndo houve, no entanto,
aumento na atividade total da enzima no grupo SFN quando comparado do CTL.
Sugere-se que a atividade da fracdo total da enzima mantida inalterada tenha sido
influenciada por um decréscimo na atividade na Mn-SOD. Estudos com as isoformas
de SOD demonstraram que a deficiéncia de Mn-SOD gera um déficit pos-isquémico
pior do que na deficiéncia de CuzZn-SOD. Apesar disso, 0s coracdes de
camundongos knockout para SOD 1 (CuZn), apresentaram maior estresse oxidativo
e dano pos isquémico, sugerindo que a SOD citosoélica pode também estar envolvida
na protecdo contra o dano isquémico, principalmente em casos mais severos
(Marczin et al., 2003).

Quanto a expressdo das enzimas CAT e GPx, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos. O mesmo ocorreu para suas atividades. Angeloni e
colaboradores (2009), em um estudo com cardiomidcitos de ratos neonatos e
diferentes tempos de tratamento com SFN, evidenciaram o mesmo resultado quanto
a expressao proteica e atividade enzimatica da GPx. Ainda, em um estudo com
musculo esquelético de ratos submetidos ao exercicio exaustivo, o tratamento com
SFN, também nao foi capaz de aumentar a expressao e atividade da GPx (Malaguti,
2009). Cabe destacar que os pesquisadores utilizaram uma dose de 25 mg/kg de

peso corporal i.p. como pré-tratamento com SFN.
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As enzimas TrxR e Grx tém um papel chave na defesa contra o estresse
oxidativo através da sua acdo de dissulfeto redutase, regulando o equilibrio
ditidis/dissulfeto. Verificou-se neste estudo, o papel do SFN na atividade das
enzimas TrxR e Grx apés isquemia-reperfusdo. Ambas as enzimas nao
apresentaram diferencas na sua atividade. Malaguti e cols. (2009) também
verificaram que o tratamento com uma alta dose de SFN ndo induziu nem a
expressdo, nem a atividade da enzima TrxR em musculo esquelético de ratos
submetidos a exercicio exaustivo.

Ainda, na tentativa de atenuar o estresse oxidativo, as GSTs sdo uma familia
de enzimas que catalisam a adicdo nucleofilica do grupamento tiol de uma GSH a
uma variedade de eletrofilos. Existem sete isoformas de GSTs citosolicas. Destas,
GSTM1, GSTP1 e GSTT1 tém sido implicadas no metabolismo de isotiocianatos
(Boddupalli, 2012). Diversos estudos apontam a capacidade do SFN em induzir a
expressao e atividade da GST (Morimistu et al., 2002; RiedI et al., 2009). No nosso
estudo, entretanto, ndo houve diferenca na atividade da GST nos cora¢des de ratos
tratados com 10 mg/Kg/dia de SFN e submetidos a isquemia-reperfuséo. Isso pode
ser explicado pelo fato de que a atividade da GST se torna pouco sensivel, uma vez
gue mensura-se a atividade da GST total, incluindo as quatro isoformas que nao
metabolizam isotiocianatos. Uma forte indugcéo sobre uma subunidade em particular
pode ser parcialmente mascarada pela atividade das outras subunidades quando a
GST total € mensurada (Yoxall et al., 2005).

Outra proteina com importante papel antioxidante é a HO-1, que atua
degradando o pré-oxidante grupo heme a CO, biliverdina (que € posteriormente
reduzida a bilirrubina) e ferro. Através destas moléculas biologicamente ativas e sua
super expressdo em resposta a condi¢cdes de estresse, a HO-1, associada a outros
fatores, pode atenuar o dano ao tecido cardiaco por isquemia-reperfusdo através de
decréscimo no estresse oxidativo além de atuar contra agentes pré-inflamatérios e
apoptoticos (Wu, 2011). Uma vez que existe um padrdo regulatorio, a indugédo da
expressao da HO-1 é considerada uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo e
um mecanismo protetor em resposta a varios estimulos (Barbagallo et al., 2013).
Desta forma, a inducdo dessa enzima responsiva ao estresse tem sido considerada
uma importante estratégia terapéutica como prote¢do contra o estresse oxidativo e

processos inflamatorios.
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No nosso estudo, o grupo SFN apresentou 66% significativamente maior
expressdo da HO-1 quando comparado ao grupo CTL. A acdo do SFN sobre a
inducdo da enzima HO-1 é classica, uma vez que diversos estudos demonstram o
aumento na expressao da mesma em cultura de células cardiacas (Fernandes et al.,
2015), em células das vias aéreas superiores em humanos (Riedl et al., 2009), em
tecido cardiaco de animais (Bai et al., 2013), principalmente no que diz respeito a
isquemia-reperfusdo em variados tecidos (Yoon et al., 2008; Muhkerjee et al., 2008;
2010; Zhao et al., 2010; Ping et al., 2010; Alfieri et al., 2013; Piao et al., 2013) .
Ainda, é importante destacar que o CO, um subproduto da acdo da HO-1, além de
apresentar efeitos anti-inflamatérios, anti-proliferativos e anti-apoptoéticos, exerce um
papel importante na isquemia-reperfusdo uma vez que promove 0 relaxamento
vascular protetor via GMPc (Kim et al., 2011).

A isquemia seguida de reperfusdo gera uma seérie de eventos danosos
relacionados a superproducdo de EROs. Essa geracdo de EROs é diretamente
proporcional ao tempo de isquemia, uma vez que a fracdo danificada dos
transportadores de elétrons mitocondriais € maior em isquemias mais severas,
influenciando, dessa forma, na reducéo completa ou parcial do oxigénio molecular
(Raedschelders et al., 2012).

No presente estudo, a concentracdo de EROs foi significativamente menor no
grupo SFN, podendo estar relacionada a uma menor geracdo dessas espécies a
partir de suas fontes. Em um estudo desenvolvido por Zhu e cols (2008), o pré-
tratamento de células musculares lisas aérticas com SFN preveniu a producdo de
EROs induzida por xantina oxidase, H,O,, HNE (4-hidroxi-2-nonenal) e acroleina.
Resultados semelhantes foram encontrados por Angeloni et al. (2009), que
evidenciaram que o SFN foi capaz de diminuir a producdo de EROs induzida por
H,O, em cultura de cardiomiécitos de ratos neonatos.

No estudo de Malaguti e cols. (2009), o SFN foi capaz de reduzir
significativamente as TBARS no musculo esquelético de ratos, diminuindo, portanto
o dano lipidico promovido pelo exercicio exaustivo. O mesmo foi observado em dois
estudos com IR (Yoon et al., 2008; Ping et al., 2010), porém nenhum no sistema
cardiovascular. No nosso estudo ndo observamos diferengas significativas na
peroxidacdo lipidica verificada através do ensaio das TBARS. E interessante notar
que ndo houve diferenca na lipoperoxidacédo dos coracdes submetidos a isquemia-

reperfusdo, mesmo com uma diminuicao significativa na geracdo de EROs totais no
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grupo SFN, possivelmente porque esta foi de apenas 7%. Ainda, o fato de a
lipoperoxidacdo nao ter sido alterada sugere que ndo houve diferenca significativa
na formacdo de hidroperoéxidos lipidicos entre os grupos. Esta hipotese é reforcada
pelo fato de a enzima GPx néo ter apresentado diferenca significativa entre os

grupos, uma vez que esta pode metabolizar estes produtos da lipoperoxidacao.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que, na dose de 10 mg/kg/dia com protocolo
de pré-tratamento por 3 dias, o sulforafano foi eficaz em diminuir a producédo de
EROs totais no tecido cardiaco apds isquemia e reperfusdo. Ainda, demonstrou-se
eficaz em estimular a expressédo da CuzZn-SOD e da HO-1. Entretanto, 0 aumento na
expressdo de antioxidantes endogenos ndo repercutiu em suas atividades
enzimaticas. Dessa forma, o fato de o sulforafano, neste regime de tratamento, ndo
ter promovido 0 aumento da atividade enzimatica de antioxidantes e ndo diminuir o
dano lipidico vai de encontro aos resultados obtidos referentes a mecéanica cardiaca,
nos quais nao se observou modificacdo na funcao ventricular pés-isquémica.

Estudos com diferentes doses e/ou protocolos de tratamento se fazem
necessarios, para que dessa forma efeitos cardioprotetores de origem funcional
possam observados e 0S mecanismos e sua acdo possam ser explorados e
elucidados. E possivel que, nessas condicdes, este composto possa ser utilizado

como coadjuvante em doencgas cardiovasculares.
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8 LIMITACOES DO ESTUDO

Ao comparar 0 nosso estudo com os trés estudos que tomamos como base,
nos quais se utlizou o tratamento com brocolis ou sulforafano e se utilizou o
protocolo de isquemia-reperfusdo, algumas diferencas metodologicas podem ser
destacadas. Quando comparamos nosso estudo ao estudo de Piao e cols. (2013)
diferencas como a dose do composto e a utilizacdo de frequéncia cardiaca fixa
podem ser consideradas. A utlizagdo de frequéncia espontdnea a partir do
marcapasso cardiaco, no nosso estudo, poderia explicar a grande variabilidade
dentro de um mesmo grupo.

Os estudos de Mukherjee et al. (2008, 2010) nos fazem levantar outras
hipoteses. Além do regime de tratamento diferente, o tempo de isquemia foi maior,
gerando efeitos mais pronunciados de uma isquemia irreversivel. Uma possivel
limitacdo do nosso estudo pode ter sido a utilizacdo de uma isquemia de 20 minutos,
na qual ndo puderam ser observados efeitos mais pronunciados do composto e
assim uma melhora na recuperacdo. Para tanto, a utilizacdo de um grupo controle
sem isquemia, seria necesséria, para dessa forma, se observarem também os
efeitos da isquemia.

Outra hipotese quanto ao tempo de isquemia pode ser considerada. Um
estudo desenvolvido em nosso laboratorio comparou diferentes tempos de isquemia.
Concluiu-se que 20 minutos de isquemia global é o melhor periodo para o estudo da
disfuncéo contratil do miocardio em um nivel que possa ser atenuada ou agravada
por drogas testadas em tempo real, durante a reperfusdo (Oliveira et al., 2011).
Como o efeito dos testes agudos sdo mais pronunciados, ndo podemos afirmar que
para testar uma droga injetada de forma profilatica, ndo em tempo real durante o
experimento, o melhor periodo de isquemia também seja de 20 minutos.

Em relacdo ao tempo de reperfusdo, utilizamos no nosso estudo o tempo 20
minutos, e quando comparado a literatura, pode ser considerado pouco tempo, uma
vez que as possiveis diferencas podem ser ainda muito sutis. Em ambos os estudos
de Piao (2013) e Mukherjee (2008) com isquemia-reperfusdo, foram utilizados 50 e
120 minutos de reperfusdo e se observaram diferengcas maiores entre 0S grupos,
para alguns parametros, ao final dos periodos de reperfusdo estabelecidos
(Muhkerjee et al 2008; Piao et al., 2013). Ainda, diversos estudos com diferentes

tempos de isquemia foram realizados no intuito de verificar o tempo de recuperacéo
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apos a reperfusdo. No caso de oclusédo coronariana de 1 minuto, anormalidades na
funcéo sistdlica se recuperam e normalizam em 30 minutos. J& para 15 minutos de
isquemia, a funcdo ventricular esquerda permanece deprimida por mais de 6 horas
de reperfuséo (Kloner e Jennings, 2001). Portanto, para protocolos com isquemias
de 20 minutos ou mais, um tempo maior de reperfusdo pode ser necessario para a

visualizagao de diferengas nos diferentes parametros funcionais aferidos.
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9 PERSPECTIVAS

Estudos que investigaram o papel do SFN sobre parametros inflamatérios
evidenciaram um decréscimo na infiltracdo de macréfagos na camada intima da
artéria aorta, carétida e no endocardio. Esses efeitos parecem estar associados a
diminuicdo da ativacdo do NF-kB (nuclear factor kappa B) (Wu et al., 2004). A
ativacdo da via do NF-kB promove a inducdo de apoptose de cardiomiocitos pelo
TNF-a (tumor necrosis factor) (Dhingra et al., 2009), que por sua vez, tem papel
central em iniciar e sustentar a inflamacéo e a resposta imune. Existem evidéncias
de que o TNF-a aumenta o estresse oxidativo em cardiomiécitos adultos
aumentando a geracdo de EROs, bem como diminuindo antioxidantes (Kaur et al.,
2006a). A IL-10 atua antagonizando o TNF-a, uma vez que inibe a sinalizag&o pelo
NF-kB (Kaur et al.,, 2009). Além disso, a IL-10 tem um papel antioxidante em
situacdes de aumentos no estresse oxidativo (Kaur et al., 2006a).

Uma vez que ja esta bem evidenciado que o decréscimo na razdo IL-10/TNF-
a esta correlacionado com a progressao de doencas como o infarto do miocardio
associado a um aumento no estresse oxidativo (Kaur et al., 2006b), verificar o papel
do SFN sobre esses e outros parametros do sistema inflamatério € a nossa
perspectiva quanto ao uso deste composto.

Ainda, verificar o papel do sulforafano sobre diversos mecanismos no modelo
de isquemia-reperfusdo, utilizando outro regime de tratamento e protocolo de

isquemia, sao perspectivas a serem avaliadas futuramente.
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