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RESUMO 

 

O infarto agudo do miocárdio pode induzir alterações hemodinâmicas nos 

pulmões, fígado e vasos e provocar estresse oxidativo principalmente nos 

pulmões e ventrículo direito. Pterostilbeno, composto fenólico da classe dos 

estilbenoides, apresenta propriedades antioxidantes, o que poderia melhorar 

esse cenário. Este estudo avaliou o impacto do infarto do miocárdio na 

homeostase redox nos pulmões, ventrículo direito (VD), aorta e fígado. Além 

disso, visava propor o pterostilbeno como uma abordagem terapêutica adjunta. 

Para isso, ratos Wistar machos foram alocados em três grupos: controle 

(SHAM), infartados (MI), infartados tratados com pterostilbeno (MI+PS). Sete 

dias após a indução do infarto do miocárdio, os grupos MI e MI+PS iniciaram o 

tratamento com 100mg/kg/dia de pterostilbeno complexado com ciclodextrina 

por gavagem e teve duração de oito dias. Em seguida, foram realizados 

exames ecocardiográficos, dados foram coletados, os animais foram 

eutanasiados, orgãos removidos para posteriores análises morfométricas e 

bioquímicas. Foram realizadas as análises de concentrações das espécies 

reativas totais de oxigênio (ROS), peroxidação lipídica (TBARS), atividade das 

enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa 

peroxidase (GPx), glutationa-S-tranferase (GST), NADPH oxidase, oxído nítrico 

sintase (NOS), antioxidantes não enzimáticos – sistema glutationas: grupos 

sulfidrilas totais; glutationa reduzida (GSH); glutationa oxidada (GSSG); 

glutationas totais. Imunoconteúdo da proteína Nfr2 e xantina oxidase. 

Resultados: o grupo MI apresentou congestão pulmonar e o tratamento 

melhorou este parâmetro no grupo MI+PS. Este mesmo grupo, (MI+PS) 

demonstrou um discreto aumento no volume sistólico final em relação ao MI 

através da análise ecocardiográfica, corroborando para prevenir a congestão 

pulmonar. O tratamento com pterostilbeno aumentou as atividades de algumas 

enzimas antioxidantes no tecido pulmonar (SOD e CAT), assim como preveniu 

a peroxidação lipídica, evitando dano no tecido pulmonar. Houve um aumento 

da expressão da proteína Nfr2 no grupo MI+PS, reforçando a hipótese do efeito 

hormético desempenhado pelo estilbenoide – pterostilbeno. No VD, verificamos 

níveis diminuídos de grupos sulfidrilas totais e da atividade da enzima óxido 
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nítrico sintase no grupo MI, bem como a produção aumentada do ânion 

superóxido neste grupo. Esses parâmetros foram atenuados pelo tratamento 

com pterostilbeno. Na aorta, tivemos um aumento da atividade da NADPH 

oxidase e xantina oxidase no grupo MI. Com o tratamento o grupo MI+PS 

conseguiu mitigar essas alterações oxidativas, assim como elevar os níveis de 

sulfidrilas totais um importante sistema antioxidante não enzimático. No fígado, 

não tivemos alterações significativas e por não podemos dosar as enzimas 

hepáticas no soro, não conseguimos avaliar dano hepático. Portanto, o infarto 

do miocárdio pode causar uma diminuição nas proteções antioxidantes 

principalmente nos pulmões e ventrículo direito. No entanto, o pterostilbeno 

parece proteger contra os danos do estresse oxidativo no tecido pulmonar, 

ativando a via Nrf2 e no ventrículo direito, justificando a redução da produção 

do ânion superóxido e melhora parcial na biodisponibilidade de NO neste local. 
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ABSTRACT 

 

Acute myocardial infarction can induce hemodynamic changes in the lungs, 

liver, and vessels and provoke oxidative stress, especially in the lungs and right 

ventricle. Pterostilbene, a phenolic compound of the stilbenoid class, has 

antioxidant properties, which could improve this scenario. This study evaluated 

the impact of myocardial infarction on the redox homeostasis in the lungs, right 

ventricle, aorta, and liver. Furthermore, aimed to propose pterostilbene as an 

adjunct therapeutic approach. Male Wistar rats were allocated into three groups: 

SHAM, MI (infarcted), and MI+PS (MI+pterostilbene). Seven days after MI 

induction, treatment with pterostilbene (100 mg/kg/day-gavage) was started for 

8 days. Then, echocardiographic examinations were performed, data were 

collected, animals were sacrificed, organs were removed for further 

morphometric and biochemical analysis. Analyzes of concentrations of total 

reactive oxygen species (ROS), lipid peroxidation (TBARS), activity of 

antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione 

peroxidase (GPx), glutathione S-tranferase (GST) were performed, NADPH 

oxidase, nitric oxide synthase (NOS), non-enzymatic antioxidants - glutathione 

system: total sulfhydryl groups; reduced glutathione (GSH); oxidized glutathione 

(GSSG); total glutathione. Immunocontent of Nfr2 protein and xanthine oxidase. 

Results: MI group presented pulmonary congestion and treatment improved this 

pulmonary parameter in MI+PS group. This same group (MI+PS) demonstrated 

a smaller increase in final systolic volume compared to MI through 

echocardiographic analysis corroborating to prevent pulmonary congestion. 

Treatment with pterostilbene increased the activities of some antioxidant 

enzymes in lung tissue (SOD and CAT), but prevented lipid peroxidation by 

preventing lung tissue damage. There was an increase in Nfr2 protein 

expression in the MI+PS group, demonstrating the hypothesis of the hormonal 

effect of stylbenoid - pterostilbene. In RV, we observed decreased levels of total 

sulfhydryl groups and nitric oxide synthase enzyme activity in Group MI, as well 

as greatly increased superoxide anion production in this group. These 

parameters were attenuated by pterostilbene. In the aorta we had an increased 

activity of NADPH oxidase and xanthine oxidase in the MI group. With the 
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treatment the MI+PS group was able to mitigate these oxidative stress 

parameters as well as increase the total sulfhydryl levels, an important non-

enzymatic antioxidant system. In the liver, we did not have significant changes 

and, because we cannot measure liver enzymes in the serum, we were unable 

to assess liver damage. Therefore, myocardial infarction may cause a decrease 

in antioxidant protections especially in the lungs and right ventricle. However, 

pterostilbene appears to protect against oxidative stress damage in lung tissue 

by activating the Nrf2 pathway and right ventricle by reducing superoxide anion 

production and partially improving NO bioavailability at this site. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1  Doenças Cardiovasculares 

 

1.1.1 Epidemiologia 

 

Segundo levantamento da Organização Mundial da Saúde estima-se que 

17,9 milhões de pessoas morreram no ano de 2016 por doenças 

cardiovasculares e esse número corresponde aproximadamente a 31% de 

todas as causas de morte no mundo1. Dentre as doenças cardiovasculares, 

destacam-se as doenças isquêmicas do coração e acidentes vasculares 

cerebrais que representam um importante problema de saúde pública no Brasil 

e no mundo2. A taxa de mortalidade no Brasil, para este grupo de causas, é de 

183,3 óbitos/100.000 habitantes e encontra-se entre as maiores taxas de 

mortalidade do mundo2. 

 

1.1.2 Infarto do miocárdio e aterosclerose 

 

O infarto do miocárdio geralmente um evento agudo, ocorre quando o fluxo 

sanguíneo coronariano é interrompido por placas ou trombos ateroscleróticos 

rotos. A aterosclerose é uma doença multifatorial, crônica, progressiva e 

sistêmica, que envolve o endotélio dos vasos, o qual é responsável pela 

homeostase vascular. A partir de uma agressão inicial ao endotélio, uma 

resposta inflamatória e proliferativa é iniciada, alterando a função de 

homeostase e promovendo, com isso, uma resposta inflamatória local5.  

Os processos metabólicos e inflamatórios crônicos são caracterizados pela 

formação de placas constituídas por um núcleo rico em colesterol (ateroma) 

cercado por uma capa fibrosa (esclerose). Placas ateroscleróticas instáveis 

coronarianas podem sofrer rupturas e desencadear o infarto agudo do 

miocárdio5. Neste contexto, pode ocorrer uma diminuição do suprimento de 

oxigênio e nutrientes ao miocárdio, resultando em isquemia e hipóxia tecidual. 
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Durante uma isquemia prolongada, os níveis de ATP e o pH intracelular 

diminuem como resultado do metabolismo anaeróbico e do acúmulo de lactato. 

Como consequência, os mecanismos de transportes de íons dependente da 

ATPase se tornam disfuncionais, contribuindo para elevação das 

concentrações intracelular e mitocondrial de cálcio13 . Embora os níveis de 

oxigênio sejam restaurados caso haja reperfusão, ocorre um aumento da 

geração de espécies reativas de oxigênio. Tanto em humanos como em 

modelos animais, danos irreversíveis aos cardiomiócitos ocorrem após 20 

minutos de isquemia 13. Essa interrupção do fluxo sanguíneo coronariano gera 

alterações hemodinâmicas, neuro-humorais e metabólicas responsáveis pelos 

efeitos negativos em outros órgãos como pulmões e fígado 3,4. 

Após o infarto agudo do miocárdio (IAM), ocorrem alterações anatômicas no 

tecido cardíaco, incluindo cicatrização (fibrose de substituição), hipertrofia e 

dilatação, podendo levar a uma disfunção ventricular esquerda como, por 

exemplo, regurgitação mitral. Em resposta a isso, ocorre elevação das 

pressões arteriais e venosas do pulmão, provocando hipertensão pulmonar e 

consequente aumento da pós-carga para o ventrículo direito3. Hill e 

colaboradores demonstraram que a resposta antioxidante do ventrículo direito 

foi reduzida por 16 semanas após infarto do miocárdio19. Consequentemente 

com essa má adaptação, há grande probabilidade de desenvolvimento de 

insuficiência cardíaca. 

 

1.1.3 Remodelamento pós-infarto do miocárdio 

 

       A remodelação do ventrículo esquerdo após infarto do miocárdio é um 

processo dinâmico e complexo que ocorre ao dano do miocárdio. Inicialmente a 

dilatação do ventrículo esquerdo é considerada um mecanismo protetor para 

manter a função sistólica cardíaca29. A redução da massa cardíaca contrátil 

após o IAM é irreversível e a hiperplasia induzida por mitose raramente ocorre 

em células cardíacas diferenciadas. Essa perda de células cardíacas deve ser 

compensada pela deposição de tecido cicatricial para manter a integridade da 

câmara dos ventrículos. Para evitar a falha cardíaca e o colapso 
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hemodinâmico, respostas adaptativas neuro-humorais (sistema nervoso 

simpático e sistema renina-angiotensina-aldosterona) podem ser 

constantemente ativadas para manter a perfusão sanguínea adequada dos 

tecidos30. No entanto, a ativação crônica desses mecanismos geralmente não é 

adaptativa e converge progressivamente para o fracasso global do sistema 

cardiovascular e o desenvolvimento da insuficiência cardíaca. Destacamos as 

principais consequências sistêmicas da ativação neuro-humoral crônica: 

aumento da pressão diastólica final do ventrículo esquerdo; estresse da parede 

do ventrículo esquerdo; comprometimento do preenchimento do ventrículo 

esquerdo durante a diástole devido à prolongada vasoconstrição30. A elevação 

do estresse do ventrículo esquerdo, a pressão de enchimento e a sobrecarga 

do volume circulatório induzem um padrão de hipertrofia cardíaca dilatada 

marcada pelo afinamento da parede do ventrículo esquerdo devido à deposição 

de sarcômeros dispostos em série e aumento do ventrículo esquerdo30. Isso 

tem reflexo tanto no ventrículo direito quanto na circulação pulmonar. Vale 

ressaltar que o sistema cardiovascular está intimamente ligado ao sistema 

respiratório. 

 Disfunções sistólicas e diastólicas do ventrículo esquerdo, bem como a 

estenose da artéria aorta e/ou mitral e/ou regurgitação, podem aumentar a 

pressão do ventrículo esquerdo e subsequentemente a pressão atrial esquerda 

durante um período de tempo. Essa elevação da pressão atrial esquerda é 

caraterística fisiopatológica da hipertensão pulmonar por doença cardíaca 

esquerda, considerada o tipo mais comum de hipertensão pulmonar31. Pressão 

atrial esquerda elevada pode então ser transmitida para a vasculatura 

pulmonar, através das veias pulmonares, levando ao espessamento da 

camada íntima e hipertrofia da camada média dessa vasculatura; desta forma 

estabelecendo a hipertensão pulmonar31. 

 O primeiro mecanismo compensatório do ventrículo direito para a pressão 

pulmonar elevada é a hipertrofia. Assim, o ventrículo direito pode se adaptar 

com um aumento de 4 a 5 vezes à contratilidade do miocárdio, um processo 

que é descrito fisiopatologicamente como “acoplamento ventrículo direito-

artéria pulmonar”. Porém, progressivamente o ventrículo direito começa a 

dilatar, o estresse na parede aumenta e ocorre um desiquilíbrio entre demanda 
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e suprimento de oxigênio. Ocorre isquemia do ventrículo direito, diminui a 

contratilidade e o ventrículo direito, dessa forma, falha em manter o débito 

cardíaco e inevitavelmente o “descoplamento” e as descompensações31. Ainda 

neste contexto, o desenvolvimento de insuficiência valvar tricúspide e 

pulmonar, induzida pelo infarto, leva à sobrecarga do volume do ventrículo 

direito e diminui ainda mais o volume sistólico comprometendo tanto a 

hemodinâmica sistêmica como a circulação pulmonar31.  

A alteração hemodinâmica mais frequente pós-infarto do miocárdio é o 

choque cardiogênico, síndrome clínica caracterizada por hipotensão sistêmica, 

hipotensão secundária e débito cardíaco insuficiente59. A situação 

predominante de débito cardíaco baixo geralmente acompanha um distúrbio de 

trocas gasosas pulmonares, que leva a hipoxemia sistêmica e pode reduzir o 

suprimento de oxigênio aos hepatócitos60. Além da disfunção ventricular 

esquerda, o paciente afetado também costuma apresentar restrição funcional 

do ventrículo direto. Isso ocasiona congestão das veias hepáticas (hipertensão 

venosa), que por sua vez pode causar hipóxia tecidual ou exacerbar os danos 

hepatocelulares60. Essa lesão hepática aguda, devido doença cardíaca é 

denominada de hepatite isquêmica ou fígado em choque ou hepatite hipóxica61. 

Após um período de sub-perfusão hepática, as transaminases hepáticas 

podem ficar acentuadamente elevadas (acima de 3000 UI/ml) como resultado 

da necrose61. Felizmente, na maioria dos casos o insulto cardíaco é abordado, 

a perfusão hepática é restaurada e o fígado resiliente se recupera rapidamente. 

Em casos graves, um paciente pode desenvolver insuficiência hepática aguda 

e eventualmente ir a óbito61. Tais alterações funcionais e morfométricas 

cardíaco, pulmonar e hepática decorrentes do infarto do miocárdio podem ser 

avaliados por diferentes modelos experimentais. Embora não represente a 

totalidade da fisiopatologia desta doença estes protocolos são assaz úteis para 

o estudo dos mecanismos envolvidos no estabelecimento do remodelamento 

cardíaco adverso pós-infarto. 

 

 

 



20 
 

1.1.4 Modelos experimentais de lesão cardíaca (infarto) 

 

 Existem modelos experimentais de IAM que simulam alguns aspectos da 

evolução da doença no que diz respeito a parâmetros hemodinâmicos, 

ecocardiográficos e bioquímicos. A título de exemplificação, destacam-se duas 

relevantes técnicas de indução de infarto em modelo animal: a oclusão da 

coronária descendente anterior e a administração de isoproterenol. 

O modelo de infarto do miocárdio experimental em ratos, pela oclusão da 

coronária descendente anterior foi descrito inicialmente por Heimburger em 

1946. Com o passar dos anos, a técnica foi modificada progressivamente por 

Johns e Olson em 1954 e Selve e cols. em 1960 e no início da década de 

1980, o método foi introduzido no Brasil28. Após a anestesia é realizada 

toracotomia esquerda, entre o 4º e o 5º espaços intercostais. O coração é 

exteriorizado por compressão lateral do tórax e a artéria coronariana esquerda 

ligada com o fio de sutura 5-0 a, aproximadamente, 2 mm da origem, entre a 

borda do átrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar. A seguir, o coração é 

rapidamente recolocado na cavidade torácica, os pulmões expandidos com 

ventilação positiva com oxigênio a 100% e o tórax fechado. O método descrito 

acima possui várias vantagens. Em primeiro lugar, os animais podem ser 

criados especificamente para os protocolos e com custo mais baixo que 

animais maiores. Em segundo lugar, a cirurgia é extremamente rápida, com 

duração variando de 2 a 5 minutos. Outro aspecto é que devido às 

características do metabolismo, as etapas envolvidas na evolução do infarto 

como, por exemplo, necrose, cicatrização e remodelação ocorrem rapidamente, 

o que diminui o tempo de observação dos estudos. Finalmente, as alterações 

morfológicas e funcionais decorrentes do infarto se assemelham àquelas 

encontradas em humanos28. 

 O segundo modelo de lesão cardíaca que resulta em infarto do 

miocárdio, no presente estudo ressaltado, é aquele baseado na administração 

de isoproterenol. De modo geral, esta técnica de indução de infarto consiste na 

administração subcutânea de isoproterenol, numa dose de 150 mg/kg/dia 

diluída em 2 ml de solução salina, durante dois dias consecutivos, com 
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intervalo de 24 horas entre as aplicações34. O isoproterenol é um derivado 

sintético da noradrenalina, sendo um dos mais potentes agonistas beta-

adrenérgico, porém com afinidade muito baixa para receptores alfa36. O infarto 

induzido pelo isoproterenol é causado por insuficiência coronariana aguda 

provocada pelo desiquilíbrio entre a demanda energética do miocárdio (elevada 

pelo potente efeito cronotrópico positivo do isoproterenol) e o fluxo coronariano 

ao miocárdio. A hipóxia do miocárdio resulta, então, na necrose cardíaca. A 

elevação excessiva de cálcio intracelular e a formação de espécies reativas, 

com consequente indução de estresse oxidativo, estão envolvidas na indução 

da morte dos cardiomiócitos e lesões cardíacas causadas pelo isopreterenol37. 

Pesquisadores que utilizam essa técnica afirma que este modelo tem as 

vantagens de baixo custo, fácil operação e boa repetibilidade34, 35,37. Porém, 

optou-se neste trabalho em utilizar o primeiro modelo descrito acima, por 

considerar melhor a padronização da região cardíaca infartada e não utilizar 

medicamento para induzir o infarto, e assim fazê-la mediante uma técnica 

cirúrgica. 

 

1.2 Espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

Espécies reativas de oxigênio (EROs) é um termo comum que identifica 

uma variedade de substâncias contendo oxigênio com reatividade com outras 

biomoléculas, com a finalidade de se estabilizar. Incluem radicais livres 

(substâncias contendo um ou mais elétrons não emparelhados) como 

superóxido, hidroxil, peroxil, e hidroperoxil e espécies não radicais livres como 

peróxido de hidrogênio e outros peróxidos15. No processo de respiração celular, 

o oxigênio recebe quatro elétrons, redução tetravalente, na cadeia 

transportadora de elétrons, resultando sua redução até água.  

A formação de EROs ocorre em 2-5% de todo oxigênio que passa pelo 

processo de respiração celular das mitocôndrias16. Paralelamente ao termo 

EROs, as espécies reativas do nitrogênio (ERNs) identificam substâncias 

contendo nitrogênio e oxigênio também, como óxido nítrico (NO.) radical livre, e 

substâncias derivadas do NO como oxinitrito. Essas moléculas são 
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constantemente formadas pelas células por reações enzimáticas ou não 

enzimáticas15(Figura 1). 

 

 

 

O radical ânion superóxido (O2
- •) é o radical mais comum e abundante na 

célula, sendo formado pela cadeia transportadora de elétrons, por células 

fagocitárias e por reação de auto-oxidação. O radical superóxido é mais estável 

e apresenta seu tempo de meia-vida mais longo que o radical hidroxila. A 

enzima superóxido dismutase realiza a dismutação deste radical formando 

peróxido de hidrogênio. O peróxido de hidrogênio não é considerado um radical 

livre, mas é considerado um ERO devido ao potencial de gerar radical hidroxila 

(OH•), após reagir com metais de transição. Ainda, decorrente de sua baixa 

reatividade, o peróxido de hidrogênio é capaz de atravessar facilmente as 

membranas biológicas, agindo como sinalizador inter e intracelular16.  
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As reações de geração do radical hidroxila mediada pela interação metais-

H2O2 foram descritas por Fenton e Haber-Weiss (Figura 2). O radical hidroxila 

mesmo tendo uma meia-vida curta, é o mais potente dos EROs, podendo 

reagir com praticamente todas as biomoléculas. Sua capacidade oxidante é 

superior a das demais EROs, porque o organismo não dispõe de sistema 

enzimáticos de defesa contra esse radical16. 

 

 

Ainda neste contexto, outras fontes endógenas e exógenas de espécies 

reativas podem ser verificadas (Figura 3). No infarto do miocárdio, por exemplo, 

a formação dos radicais livres pode estar associada principalmente NADPH 

oxidase e xantina oxidase7,8. NADPH oxidase, óxido nítrico sintase indutível 

(iNOS) e xantina oxidase contribuem para a síntese de colágeno pós infarto do 

miocárdio30.  

Para quantifica o aumento dos danos causados pelos radicais livres 

utilizamos marcadores de peroxidação lipídica em fluídos corporais. É 

importante lembrar que a peroxidação lipídica é um acompanhamento 

inevitável de morte celular6. Uma estratégia para evitar danos causados por 

radicais livres é fornecer moléculas que participam de eventos cuja disfunção 

leva ao estresse oxidativo e/ou fornecer moléculas que participam de 

mecanismos inatos de desintoxicação32. Uma maneira muito bem sucedida de 

usar antioxidantes vegetais é aumentar a concentração de substâncias 

endógenas que participam dos mecanismos de oxi-redução32.  
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1.3 Antioxidantes 

 

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substância que presente 

em baixas concentrações atua sobre um substrato oxidável, atrasando ou 

inibindo significativamente a oxidação deste substrato6. Como sugere esta 

definição o papel fisiológico dos antioxidantes é evitar danos aos componentes 

celulares de reações químicas envolvendo radicais livres. Atualmente, a 

palavra antioxidante é também utilizada para se referir às substâncias 

benéficas ao homem, geralmente fitoquímicos, devido suas capacidades 

relacionadas à reação redox 12. 

Como as espécies reativas de oxigênio têm a capacidade de reagir de 

maneira indiscriminada levando a danos a qualquer componente celular, para 

neutralizá-los possuímos sistemas antioxidantes enzimáticos constituídos pelo 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) 
16. As superóxidos dismutases são metaloenzimas que dismutam o radical 

superóxido a oxigênio e peróxido de hidrogênio e constituem a primeira linha 
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de defesa contra os radicais livres.  A catalase é uma enzima que atua na 

conversão de peróxido de hidrogênio em oxigênio e água. A catalase esta 

presente principalmente nos peroxissomos, por isso seus níveis podem variar 

nos diferentes tecidos17. Com relação as glutationas peroxidases (GPx) são 

uma família de enzimas homólogas a GPx-1 de mamíferos contendo em sua 

estrutura uma selenocisteína (Sec) e usa a glutationa reduzida (GSH) como co-

substrato obrigatório para redução do peróxido de hidrogênio na água32. A 

detoxificação de peróxidos pela GPx-1 de mamíferos ocorre por meio de um 

mecanismo enzimático do tipo “pingue-pongue” com dois substratos, no qual a 

cinética de saturação não é observada. Após reagir com o peróxido, um ácido 

selenênico (Se-OH) se forma no local ativo do seleno (Se-H) (Figura 4).  
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Na atividade enzimático da glutationa, há necessidade que a enzima 

glutationa redutase recicle glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida 

(GSH), usando NADPH como fonte de equivalentes redutores, e a glicose-6-

fosfato desidrogenase (G6PD) mantêm as reservas celulares de 

NAPDH32(Figura 5). 

 

 

 As peroxirredoxinas são uma família de enzimas com diferentes 

distribuição subcelulares. Encontramos algumas isoformas no citosol e interior 

das mitocôndrias e junto com as catalases são responsáveis pelo catabolismo 

do peróxido de hidrogênio32. Contamos também com o sistema tiorredoxina, 

formado pela tiorredoxina (Trx) pequena proteína redox de aproximadamente 

12kDa expressa em todos os tecidos, a tioredoxina redutase (TrxR) e um 

doador de elétrons, NADPH. A Trx é mantida em estado reduzido na presença 

de TrxR e NADPH33. Trx1, umas das principais isoformas do Trx, é expressa no 

coração de forma abundante e exerce sua atividade oxidorredutase através dos 

resíduos de cisteínas (Cys32 e Cys35) conservados, reduzindo as proteínas 
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oxidadas por meio de reações de troca de dissulfeto de tiol33. Trx1 interage 

com uma grande variedade de proteínas, incluindo fatores de transcrição e 

outras moléculas de sinalização, e regula inúmeras funções celulares. Isso 

inclui defesa contra o estresse oxidativo, transcrição de genes, crescimento 

celular, sobrevivência e morte celular e controle de qualidade de proteínas33. 
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 A Trx1 oxidada aceita um elétron do NADPH e é então reduzido pelo 

tireodoxina redutase (TrxR) para continuar o ciclo. Importante destacar que 

Trx1 reduzida interage com e reducão da peroxirredoxina, que por sua vez 

converte H2O2 em água. Assim, a peroxiredoxina é um dos principais alvos de 

Trx1 e medeia talvez um dos mecanismos mais importantes de Trx1, a redução 

de peróxido de oxigênio33 (Figura 6). 

 

 Resumidamente poderíamos destacar algumas reações enzimáticas 

envolvidas no processo de eliminação do estresse oxidativo (Figura 7). 

 

 

 

Além do sistema enzimático, os tecidos podem recrutar antioxidantes não 

enzimáticos, como por exemplo, glutationa reduzida, qual participa como 

substrato em muitas reações catalisadas pela glutationa peroxidase. As 

vitaminas, como alfa tocoferol, beta caroteno e o ascorbato, também podem 

atuar com antioxidantes, reduzindo as concentrações da espécies reativas, 

agindo como scavenger , ou absorvendo a energia de excitação dos radiciais 

livres, tal qual um quencher16. Moléculas orgânicas que se inserem na dieta 

dos seres humanos também estão assumindo importante papel como 

antioxidandes, tais como os compostos fenólicos. 
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2. Estilbenoides 

Ao longo do tempo, as plantas têm elaborado uma vasta gama de produtos 

naturais que evoluíram, conferindo vantagens seletivas contra ameaças 

ambientais. Desta forma, destacam-se os estilbenoides que juntamente com os 

flavonoides, compõem a classe dos compostos fenólicos. Estilbenoides 

possuem atividade antimicrobiana e sua síntese é estimulada em resposta a 

vários tipos de stress, tais como a luz ultravioleta (UV) e infeções fúngicas (nas 

folhas e cascas dos frutos). Por participarem da defesa das plantas são 

denominadas de fitoalexinas17. 

O resveratrol foi o estilbenoide mais estudado na última década, e 

corresponde 3,5,4’-trihidroxi-trans-estilbeno, é encontrado principalmente nas 

cascas de uvas (Vitaceae ssp.). Outro estilbenoide em destaque é o 

pterostilbeno que corresponde (trans-3,5-dimetoxi-4-hidroxiestilbeno) é um 

composto fenólico naturalmente encontrado em uma ampla variedade de frutas 

principalmente em mirtilos (Vaccinium spp.)17(Figura 8). 

  

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

em água (<0,05 mg/mL), e é rapidamente metabolizado. A rápida 
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glucuronidação durante a conjugação da fase II resulta em baixa 

biodisponibilidade oral (aproximadamente 20%) e meia-vida próxima de 14 

minutos 41,42. Já o pterostilbeno com a posição três é metilada, é protegida da 

glucuronidação, exibe biodisponibilidade oral de 95% e meia-vida de 105 

minutos 41. O pterostilbeno é considerado metabolicamente mais estável em 

comparação ao resveratrol, pois possui apenas um grupo hidroxila livre 

disponível para a glucuronidação ou sulfatação 42. Estudos farmacocinéticos 

mostraram altos níveis de metabólitos de estilbenos (sulfatos e glucuronídeos) 

no plasma. Portanto, alguns argumentam que esses metabólitos podem atuar 

como reservatórios para os estilbenoides sejam por ação direta dos metabólitos 

ou via reciclagem entero-hepática17. Os estilbenoides são principalmente 

excretados como metabólitos na urina (renal) e nas fezes (não renais). As vias 

não renais parecem predominar na eliminação do resveratrol e do 

pterostilbeno, sugerindo papel importante para o ciclo entero-hepático. Assim, 

os efeitos biológicos ainda podem ser atingidos com baixos níveis circulantes 

dos compostos estilbenoides originais17. 

Os mecanismos de ação dos estilbenoides está relacionada à redução dos 

níveis de EROs como o peróxido de hidrogênio e íons superóxidos, bem como 

aumentar a disponibilidade intracelular de oxidantes enzimáticos e não-

enzimáticos18. De um modo geral, vários polifenóis estão envolvidos na 

regulação de receptores nucleares. Kosuru e colaboradores demostraram que 

o pterostilbeno protege as células de danos oxidativos através da via do fator 

nuclear eritroide relacionado ao fator 2 (Nfr2)43. Um estudo em vitro 

demonstrou que o pterostilbeno foi capaz de melhorar a expressão de genes 

antioxidantes através da ativação da via Nfr2, protegendo embriões de 

camundongos contra estresse oxidativo induzido pela adição de peróxido de 

hidrogênio44. 

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

 

O Nrf2 pertence a uma grupo de fatores de transcrição de zíper de leucina 

básica (bZIP)20. Em condições basais, o Nrf2 se localiza no citoplasma celular 

associado a duas proteínas Keap1 (do inglês – Kelch-like ECH-associated 
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Proteín 1) também conhecido como inibidor natural do Nrf2 (iNrf2). O 

homodímero de keap 1 serve de intermediário para a ligação do complexo 

Cul3-Rbx1 (do inglês – E3-ubiquitin ligase complex/Ringbox proteína 1) que 

marca por ubiquitinação o Nrf2 para degradação via proteassoma 26S. Assim, 

a quantidade de Nrf2 se mantem sempre baixa em condições fisiológicas21. 

Porém, quando a célula é exposta estímulos estressores como espécies ativas 

de oxigênio e nitrogênio, alguns resíduos de cisteínas em Keap1 são oxidados, 

resultando em alteração conformacional do Keap1 e consequente liberação de 

Nrf2. Nrf2 livres translocam-se para o núcleo e associam-se com as proteínas 

sMaf (do inglês – small musculoaponeurotic fibrosarcoma). Esse heterodímero 

se liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE) ou ao elemento de 

resposta eletrofílica (EpRE), localizados na região promotora dos genes alvos. 

Assim o complexo Nrf2/sMaf, ao se ligar em ARE ou EpRE, iniciará o processo 

de transcrição22(Figura 9). 
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O Nrf2 é considerado o regulador-chave da resposta antioxidante do 

organismo, sendo responsável por induzir a expressão de genes que codificam 

proteínas e enzimas antioxidantes, além de enzimas da fase II de detoxificação 

(conjugação) do metabolismo. Desta forma, o Nrf2 desempenha um 

mecanismo de importância crítica para a proteção e sobrevivência celular. 

Dentre os seus genes alvo estão a heme oxigenase 1 (HO-1), superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT), NAD(P)H quinona oxidoredutase 1 (NQO1), 

glutationa S transferase (GST), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase 

(GPx), tiorredoxina (Trx) e glutamato cisteína ligase (GCL)23. Por outro lado, a 

função do Nrf2 não se limita somente à resposta antioxidante e de 

detoxificação. Ele é responsável pela modulação da expressão de mais de 200 

genes, que possuem importante papel em diversos outros processos celulares, 

incluindo resposta inflamatória, regulação metabólica, proliferação celular, 

senescência e função mitocondrial24.  

A identificação de que o Nrf2 está relacionado com tantas outras funções, 

sendo expresso de forma ubíqua no organismo, sugere que ele funcione como 

um sensor celular que comanda uma reprogramação metabólica para combater 

os estímulos estressores, desta forma aumentando a capacidade de 

sobrevivência celular e restauração da homeostase25. 

 

4. Hormese  

 Provavelmente, um dos principais mecanismos antioxidantes exercidos 

por componentes das plantas – a hormese, ocorra despercebido. É indireto e 

contra intuitivo e consiste em impulsionar o mecanismo inato de defesa contra 

o estresse oxidativo45. A hormese é constituída por mecanismos que foram 

melhorados com a evolução. O desafio é identificar produtos derivados de 

plantas capazes de restaurar a eficácia desses mecanismos de proteção 

quando se tornam disfuncionais pelo envelhecimento ou pela doença45.  

Por exemplo, a radiação ionizante (radioatividade), a exposição limitada 

é benéfica, enquanto a alta exposição é prejudicial45. Na terminologia do 

estresse biológico os conceitos de respostas adaptativas e pré-

condicionamento incluem a relação dose-resposta da hormese. Baixas doses 
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de exposição ao agente estressor geralmente esta associado a um benefício 

positivo (eustresse) enquanto alta dose implica em dano e resposta negativa46. 

No caso, os efeitos da radiólise da água, aumentaram as concentrações 

milimolares de H2O2 intracelular, implicando em alterações redox imediatas, 

associadas ao estresse oxidativo. 

 As respostas eustresse neste caso podem ser divididas em: 

independentes que não requer ativação de genes com exemplo são Ca2+, ATP 

e H2O2 e óxido nítrico (NO) sintetizado por óxido nítrico sintase. Estes, por meio 

de processos controlados de sinalização, ativam comutadores moleculares de 

genes que expressam uma variedade de enzimas úteis na resposta redox. Dois 

dos principais comutadores moleculares em eucariotos são os Sistema Nrf2 / 

Keap1 e sistema NF-kB.  

  

5. Hipótese 

 

O infarto do miocárdio induz alterações oxidativas e morfológicas ao 

parênquima do pulmão, reestruturando a vasculatura e elevando a pressão da 

circulação pulmonar. Esta alteração na hemodinâmica provoca aumento da 

pós-carga e remodelamento do adverso do ventrículo direito e efeitos 

subsequentes sobre os tecidos remotos como aorta e fígado. Este prejuízo ao 

sistema cardiovascular e hepato-pulmonar é mitigado com a administração de 

compostos fenólicos, em especial, o pterostilbeno. Isso abre a oportunidade de 

uma nova alternativa terapêutica auxiliar para o remodelamento tecidual pós-

infarto.  

 

6. Objetivos 

 

Avaliar as alterações na homeostase redox no tecido pulmonar, ventrículo 

direito, aorta e fígado durante a progressão da isquemia do miocárdio para 

insuficiência cardíaca em ratos Wistar com 60 dias de vida. Adicionalmente, 
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mensurar o impacto benéfico da administração do pterostilbeno como uma 

forma terapêutica alternativa. 

 

6.1 Objetivos específicos: 

 

Avaliar o efeito do pterostilbeno sobre os seguintes marcadores de: 

- Ecocardiográficos para identificar a condição de infarto do miocárdio. 

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

pulmão. 

- Peroxidação lipídica e antioxidantes enzimáticos entre os grupos. 

- Estresse oxidativo, mediante avaliação da razão da glutationas oxidada e 

reduzida entre os grupos. 

- A expressão proteica de Nrf2, óxido nítrico sintase (NOS) e xantina 

oxidase por Western Blot entre os grupos. 

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

 

7. Análise Estatística 

 

Para avaliar a distribuição normal dos resultados foi utilizado o teste de 

Shapiro-Wilk. Teste paramétrico ANOVA de uma via será utilizado para 

comparação entre os grupos. 

O teste de Tukey foi realizado para detectar diferenças entre os grupos. 

Diferenças serão consideradas significativas quando p<0,05. Os resultados 

serão expressos com a média± DP. Os dados serão analisados usando o 

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

 

8.1 Produtos químicos 

 

 O pterostilbeno e a ciclodextrina formam produzidos pela Changsha 

Organic Herb, China, e Roquette Freres, França, respectivamente. O 

pterostilbeno foi complexado com hidroxipropil- β-ciclodextrina para aumentar 

sua solubilidade em água. Um estudo de Lacerda e colaboradores descreve a 

tecnologia farmacêutica usada para desenvolver a formulação de 

pterostilbeno+ciclodextrina26. 

 

8.2 Aspectos Éticos 

 

Os estudos com animais são regulamentados pela Lei nº 11.794, de 8 

de outubro de 2008 (Lei Arouca) que estabelece  procedimentos para o uso 

científico de animais e pelas diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional 

de Controle de Experimentação Animal – CONCEA. A experimentação animal 

iniciou-se após aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. (CEUA-UFRGS # 35451). 

 

 

 

8.3 Origem dos animais 

 

Após aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UFRGS 

(CEUA – UFRGS) foram requisitados ratos Wistar adultos machos com 

aproximadamente 60 dias de vida originários do Centro de Reprodução e 

Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL – UFRGS). 
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8.4 Desenho experimental e grupos experimentais 

 

O experimento foi realizado seguindo o desenho experimental da figura 10. 

Após a cirurgia os ratos foram alocados nos seguintes grupos: controle 

designado SHAM (6 animais); infartado designado MI (5 animais); infartado e 

tratado com pterostilbeno complexado com ciclodextrina (100 mg/kg/peso)26, 

designado MI+PS (6 animais). O tratamento com pterostilbeno foi realizado 

uma vez ao dia através de gavagem por 8 dias até o final do protocolo. No 

grupo SHAM e MI foram administrados uma solução aquosa contendo somente 

ciclodextrina por gavagem. A dose foi determinada previamente através de 

curva de dose utilizando concentrações de 0-25-50 e 100 mg/kg/peso27. 

 

 

 

O tamanho da amostra utilizado neste trabalho foi calculado baseando-se 

em estudos prévios realizados pelo nosso laboratório e também em dados da 

literatura, os quais encontraram uma mortalidade pós-infarto de cerca de 10% 

dos animais nas primeiras 24 horas do período pós-cirúrgico (Lacerda e 

colaboradores, 2018)26.  
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8.5 Modelo de IAM pela oclusão da coronária descendente anterior 

 

O modelo de infarto do miocárdio experimental em ratos, pela oclusão da 

coronária descendente anterior foi descrito inicialmente por Heimburger em 

1946. Com o passar dos anos, a técnica foi modificada progressivamente por 

Johns e Olson em 1954 e Seyle e cols. em 1960 e no início da década de 

1980, o método foi introduzido no Brasil28. 

Para isso, os animais foram mantidos anestesiados com quetamina (90 

mg/kg) intraperitoneal e com volume de 0,45 ml para rato de 250g e xilazina 

(10 mg/kg), intraperitoneal e com volume de 0,12 ml para rato de 250g 

simultaneamente, conforme resolução normativa do Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal, 2016. Em seguida foi realizada 

toracotomia para acessar o coração conforme técnica cirúrgica e realizado o 

infarto por oclusão coronariana. Logo após, os animais foram retirados da 

ventilação artificial e foi estimulada a sua respiração espontânea. Os mesmo 

receberam 30.000 UI de benzilpenilicina benzatina (Penretard, Cibran, Tanguá, 

RJ, Brasil, intramuscular, injeção única) e foram tratados por três dias com o 

analgésico Flunixina (2,5mg/kg, intramuscular, uma injeção diária) visando 

minimizar a dor e o desconforto no período pós-operatório. Após isso, foram 

colocados em ambiente aquecido para recuperação. 

Os animais dos grupos SHAM foram submetidos à cirurgia a qual consistiu 

dos mesmos procedimentos cirúrgicos, com exceção da oclusão coronariana39. 

O infarto do miocárdio cirúrgico e a administração do pterostilbeno 

(complexado com ciclodextrina) foram realizados de acordo com estudos 

anteriores do nosso grupo. A taxa de mortalidade durante o procedimento de 

cirurgia de infarto foi de 10%. 
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8.6 Tratamento com pterostilbeno 

 

Após avaliação do ecocardiograma começou o tratamento com 

pterostilbeno. Foi administrado por gavagem ao grupo MI+PS solução de 

pterostilbeno complexado a ciclodextrina 100mg/kg/peso por 8 dias preparação 

conforme descrito por Lacerda e colaboradores26. No grupo SHAM e MI foram 

administrados uma solução aquosa contendo somente ciclodextrina por 

gavagem. 

 

8.7 Avaliação ecocardiográfica 

 

 Os animais foram submetidos à avaliação funcional por ecocardiografia, 

para avaliação da área do infarto do miocárdio após a cirurgia. As análises 

ecocardiográficas (catorze dias após o infarto) foram realizadas com o sistema 

Envisor Philips (Andover, MA, USA) com transdutor de alta frequência e alta 

resolução (12-3 MHz), e um operador treinado com experiência em 

ecocardiografia capturou as imagens38.  
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 Os animais foram anestesiados (ketamina 90 mg/kg; xilazina 20 mg/kg, 

i.p.) e colocados em decúbito lateral para obtenção das imagens. As imagens 

do ventrículo esquerdo (LV) foram avaliadas em três planos: basal, médio e 

apical. As frações de encurtamento do ventrículo (FS) foram obtidas utilizando 

a seguinte equação: LVFS=DD-SD/DDx100 (diâmetro diastólico – DD; diâmetro 

sistólico SD). O volume sistólico final do ventrículo esquerdo (ESV) e o volume 

diastólico final (EDV) foram medidos conforme descrito previamente 38,39. O 

débito sistólico (SO) foi calculado como SO=EDV-ESV40.  Em cada plano 

transverso ecocardiográfico (basal, médio e apical) o arco correspondente aos 

segmentos infartados (regiões ou segmentos do miocárdio mostrando uma das 

seguintes alterações na cinética cardíaca: acinesia do movimento sistólico e/ou 

região com hipocinesia – RAH) indicam o perímetro infartado 38,39. 

 

8.8 Tecidos retirados e análises realizadas 

 

 

Após a eutanásia dos animais, foi realizado o procedimento de retirada dos 

órgãos, identificação e congelamento dos tecidos de interesse ao estudo, para 

posteriores análises morfométricas e de estresse oxidativo (Quadro 1). O 

congelamento inicial foi realizado de maneira instantânea com nitrogênio 

líquido, logo após, mantidos no freezer a temperatura – 80 oC, sendo 

descongelados pequenas amostras destes tecidos quando realizados as 

análises propostas. 
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8.9 Análises morfométricas do ventrículo direito, esquerdo e pulmões 

  

Os pulmões, ventrículos direito e esquerdo foram utilizados para medidas 

morfométricas e bioquímicas46. O pulmão esquerdo foi utilizado para 

determinar a razão pulmão/peso corporal, a fim de avaliar a congestão 

pulmonar. E para realizar os índices de hipertrofia dos ventrículos direito e 

esquerdo, foram calculados as razões ventrículo/peso corporal e 

ventrículo/comprimento da tíbia47. 

 

Quadro 1. Tecidos retirados e análises realizadas 

VENTRÍCULOS       

Tecidos VD VE PULMÃO AORTA FÍGADO 

a) Análises ecocardiográficas 
 

x 
 

    

b) Análises morfométricas x x x   

c) Avaliação do estresse oxidativo:  
 

  
Espécies reativas totais – (ROS) x   x x x 

Peroxidação lipídica – (TBARS)   x  x 

Superóxido dismutase – (SOD)    x   

Catalase – (CAT)    x   

Glutationa peroxidase – (GPx)    x   

Glutationa –S–transferase (GST)     x 

NADPH oxidase  x     x  

Óxido nítrico sintase – NO sintase  x       

       – Sistemas das glutationas          

Grupos sulfidrilas – (SH) x   x x x 

Glutationa totais    x   

Glutationa oxidada – (GSSG)    x   

Glutationa reduzida – (GSH)    x   

Relação GSSG/GSH    x   
d) Expressão proteica 

        (Western Blot)          

Imunodetecção Nrf2    x   

Imunodetecção xantina oxidase x    x  

e) Dosagens complementares       

Proteínas totais x   x x x 

Dosagem de hemoglobina   x   
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8.10 Preparação do homogeinizado do pulmão e ventrículo direito 

 

 

O pulmão direito foi preparado para análise de estresse oxidativo para 

espécies reativas de oxigênio total, peróxidação lipídica, glutationa total, 

glutationa reduzida, concentração de tiol, atividade de enzimas antioxidantes e 

expressão da proteína Nrf2. 

 O ventrículo direito foi homogeneizado para avaliar as atividades da NADPH 

oxidase e do óxido nítrico sintase, os níveis de sulfidrilas e imunoconteúdo da 

xantina oxidase. 

  

 

8.11 Preparação do homogeneizado da aorta e do fígado 

 

 

A aorta foi preparada para análise de estresse oxidativo para espécies 

reativas de oxigênio total, os níveis de sulfidrilas, a atividade de NADPH 

oxidase, a atividade do óxido nítrico sintase e imunoconteúdo da xantina 

oxidase. O fígado foi homogeneizado para avaliar as espécies reativas de 

oxigênio total, peroxidação lipídica, atividade da glutationa transferase e níveis 

do sulfidrilas.  

 

 

8.12 Avaliação do estresse oxidativo 

 

  

No tecido pulmonar, a concentração de espécies reativas de oxigênio totais 

(ROS Total) foi determinada pelo método de fluorescência através da reação 

com diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich, EUA). Os 

dados foram demonstrados em pmol/mg de proteína48. A peroxidação lipídica 

foi medida pela reação de produtos de oxidação com as substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), gerando um composto colorido, cuja 
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absorbância foi lida a 535 nm. Os resultados foram representados como 

nmol/mg de proteína49. 

  

 

 

8.13 Atividade da NADPH Oxidase 

 

 

A atividade da enzima NADPH oxidase foi realizada por ensaio 

espectrofométrico, através da avaliação do consumo de NADPH a 340 nm51. 

Os dados foram mostrados como nanomoles de NADPH por minuto por 

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

 

 

8.14 Determinação de antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos  

 

 

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi determinada através da 

inibição da auto-oxidação do pirogalol, e os resultados foram expressos como 

unidades SOD/mg de proteínas52. A avaliação da atividade da catalase (CAT) 

foi baseada no consumo de peróxido de hidrogênio e o decaimento da 

absorbância foi observado a 240 nm53. Os dados foram expressos como 

proteína pmol/min.mg. 

A atividade da glutationa peroxidase (Gpx) foi estimada a partir da oxidação 

do NADPH, que foi acoplada à reação de reciclagem da GSSG para GSH, 

avaliada a 340 nm. Os valores foram demonstrados como nmol/mg de 

proteínas54. 

A atividade da glutationa-S-transferase (GST), dosada nos homogeinizados 

do fígado dos grupos, foi determinada segundo o método de Habig e 

colaboradores, usando 1-cloro-2, 4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato95. 

As concentrações da GST foi expressa como μmol/min/mg de proteína. A 

concentração de proteína foi medida pelo método de Lowry56. 

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

foram determinados de acordo com Sedlak e Lindsay, através da reação do 
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grupo tiol com DTNB. A concentração de grupos sulfidrila total foi expressa 

como nmol TNB /mg de proteína55. A concentração de proteína foi medida pelo 

método de Lowry 56. 

Os níveis de glutationa total e glutationa oxidada (GSSG) foram 

determinados pelo método proposto por Akerboom e Sies, onde ocorre a 

redução de 5,5-ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB) pelo fosfato de 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADPH) catalisado pela glutationa 

redutase50. Na dosagem da glutationa oxidada, o sobrenadante da amostra foi 

neutralizado com hidróxido de potássio (2mol/L) e inibido pela adição de N-

etilmaleinida (5 μmol/L), posteriormente lido em filtro de 420 nm de 

absorbância. Os valores da glutationa reduzida (GSH) foram determinados a 

partir da diferença entre a glutationa total e a glutationa oxidada. Os dados 

foram mostrados como µmol/min/mg de tecido 50. 

 

 

8.15 Atividade da enzima óxido nítrico sintase 

 

 

A atividade da enzima óxido nítrico sintase foi avaliada medido a conversão 

da oxihemoglobina (HbO2) em metemoglobina, induzida pela presença de 

óxido nítrico57. Os valores foram expressos como proteína nmol NO/min.mg. 

 

8.16 Análise da expressão proteíca do Nrf2 e xantina oxidase 

 

 

Os imunoconteúdos da Nrf2 e xantina oxidase foram determinados por 

Western Blot, corforme descrito por de Castro e colaboradores58. As 

membranas foram processadas para imunodetecção utilizando anticorpos 

primários (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) para Nrf2 (57 kDa) 

e xantina oxidase (150 kDa). Para detectar os anticorpos primários foram 

utilizados anticorpos secundários de acordo com a origem dos anticorpos 

primários que podem ser (“anti-rabbit”, “anti-mouse” ou “anti-goat”). Neste 

trabalho utilizamos anticorpo secundário “anti-rabbit’’, conjugados com 

peroxidase”.  
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As membranas foram reveladas por quimioluminescência. As 

autorradiografias geradas foram medidas usando um programa densitômetro 

(Imagemaster VDS CI, Amersham Biosciences Europe, IT). As bandas de 

pesos moleculares Nrf2 e xantina oxidase foram determinadas como referência 

um marcador de peso molecular padrão (RPN 800 arco-íris gama completa 

Rad, CA, EUA). Os resultados foram normalizados pelo método de vermelho 

de Ponceau58. 

 

8.17 Descarte de materiais biológicos e químicos 

 

 

Resíduos biológicos foram identificados e acondicionados em sacos brancos 

assim como as carcaças de animais mortos, então guardados em freezer 

específico para acondicionamento de carcaças. Com dia marcado, os sacos 

brancos são levados para os tonéis da empresa especializada no serviço de 

coleta de materiais biológico da UFRGS que faz o recolhimento desses 

descartes.  

Os materiais tóxicos foram usados na capela e encaminhados para o Centro 

de Gestão e Tratamento de Resíduos Químicos da UFRGS para sua correta 

eliminação. Todos os procedimentos com animais e análises posteriores foram 

realizados com uso de avental e luvas cirúrgicas respeitando os cuidados tanto 

para os animais como para os pesquisadores. 

 

9. Resultados 

 

 

9.1 Avaliação ecocardiográfica do ventrículo esquerdo 

 

 

Dados das ecocardiografias avaliando os parâmetros morfológicos do 

ventrículo esquerdo, ambos os grupos infartados apresentaram aumento no 

volume sistólico final e diastólico final em comparação com os animais SHAM, 

indicando dilatação ventricular. No entanto, os animais MI+PS apresentaram 

um aumento menor no volume sistólico final em relação ao MI. O débito 
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sistólico e a frequência cardíaca não foram diferentes entre os grupos. O 

encurtamento fracionário do ventrículo esquerdo, que é um parâmetro da 

contratilidade, diminuiu em ambos os grupos infartados em relação aos animais 

SHAM, indicando piora da função sistólica dessa câmara e a administração de 

pterostilbeno não foi eficaz para melhorar esse parâmetro. Em relação ao 

perímetro infartado, não houve diferença em relação a esse parâmetro entre os 

grupos MI e MI+PS (Tabela 1). 

 

 

Tabela1. Avaliação ecocardiográfica do ventrículo esquerdo. 
  

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

LVESV (ml) 0.08±0.05 0.46±0.15 a 0.32±0.06 a b 

LVEDV (ml) 0.29±0.09 0.68±0.14 a 0.57±0.06 a 
Volume sistólico (ml) 0.21±0.04 0.22±0.03 0.24±0.04 
Frequência cardíaca (b.p.m) 249±16 242±15 237±27 

Fração de ejeção (%) 51.5±5.4 15.8±1.7 a 17.0±2.9 a 

Perímetro do infarto (cm)   – – –  1.81±0.45 1.60±0.22 
Dados expressos: média ± desvio padrão. Teste de Tukey foi realizado para detectar diferenças entre 
os grupos.   a representa diferença em relação ao grupo SHAM p<0,05;    b representa diferença em 
relação ao grupo MI p<0,05.   LVESV = volume sistólico final do VE. LVEDV = volume diastólico 
final do VE. 

 
 

 

9.2 Análises morfométricas do pulmão, ventrículo direito e esquerdo 

 

 

Foram aferidos os dados morfométricos dos pulmões e ventrículos (direito e 

esquerdo) conforme descrito na tabela 2. 

 Em termos de congestão pulmonar, os ratos infartados do grupo MI, 

apresentaram um aumento neste parâmetro em comparação com os animais 

SHAM (p<0,05). Os ratos infartados tratados com pterostilbeno, grupo MI+PS, 

não apresentaram congestão pulmonar, quando comparado com o grupo 

SHAM. 

O peso dos ventrículos não apresentou diferenças entre os grupos 

experimentais (SHAM, MI, MI+PS). Da mesma forma, não houve alterações 
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nos índices de hipertrofia dos ventrículos, esquerdo e direito. Esses índices 

podem ser obtidos de maneira direta, através da relação massa do ventrículo/ 

peso do animal ou de maneira indireta, massa do ventrículo /tamanho da tíbia. 

 

 

Tabela 2. Resultados morfométricos dos pulmões e ventrículos direito e 
esquerdo. 

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

Pulmão/peso corpo (g/g) 4.01±0.99 5.99±0.44 a 5.24±1.21 

Ventrículo Direito – VD (g) 0.17±0.037 0.20±0.02 0.24±0.07 

VD/tamanho tíbia (g/cm) 0.48±0.09 0.57±0.07 0.66±0.19 

VD/peso do corpo (mg/g) 0.50±0.11 0.60±0.04 0.70±0.23 

Ventrículo Esquerdo – VE (g) 0.75±0.06 0.75±0.08 0.73±0.07 

VE/tamanho tíbia (g/cm) 2.05±0.19 2.09±0.22 2.00±0.18 

VE/peso do corpo (mg/g)   2.15±0.24 2.21±0.22 2.11±0.15 
Dados expressos: média ± desvio padrão. Teste de Tukey foi realizado para detectar 
diferenças entre os grupos. a representa diferença em relação ao grupo SHAM p<0,05. VD 
= ventrículo direito VE = ventrículo esquerdo 

 
 
 

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

impacto do tratamento com pterostilbeno  

 

 

 As análises do estresse oxidativo pulmonar apontaram um aumento das 

espécies reativas de oxigênio totais do grupo infartado tratado com 

pterostilbeno (MI+PS) em comparação aos grupos, infartado (MI) e controle 

(SHAM) (p<0,05; valores estatísticos p=0,048, F=8,008 e R quadrado=0,5336) 

(Figura 12A). No entanto, não foram observadas diferenças entre os grupos MI 

e SHAM. 

Embora espécies reativas de oxigênio totais estivessem aumentadas no 

grupo MI+PS, a peroxidação lipídica ficou diminuída nos pulmões desses 

animais comparados com o grupo infartado – MI (p<0,05; valores estatísticos 

p=0,0273 F=4,712 e R quadrado=0,4023) (Figura 12B). 
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A seguir temos os resultados da atividade da enzimas superóxido dismutase 

(SOD) catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e do grupo sulfidrilas totais 

(-SH) no tecido pulmonar. Na figura 13A,  a atividade da SOD foi reduzida no 

grupo infartado – MI comparado com o grupo controle – SHAM. No entanto, 

essa atividade foi recuperada pela administração do pterostilbeno (p<0,05; 

valores estatísticos p=0,0274 F=4,704 e R quadrado=0,4732). 

 A catalase (CAT) (Figura 13B), teve atividade aumentada no grupo 

infartado tratado com pterostilbeno (MI) em relação ao SHAM e também em 

relação ao grupo infartado  (MI) (p<0,05; valores estatísticos p=0,0056 F=7,674 

e R quadrado=0,5230). Tanto a atividade da glutationa peroxidase (GPx) 

quanto os níveis de sulfidrilas totais (SH), no entanto, não mudaram entre os 

grupos (Figuras 13C e 13D, respectivamente). 
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Em termos de defesas antioxidantes não-enzimáticas, não houve diferenças 

significativas no grupo infartado (MI) com relação ao grupo SHAM nos níveis de 

glutationa reduzida (GSH). No entanto, em relação a este parâmetro, o 

pterostilbeno demonstrou um efeito positivo nos pulmões dos grupos de 

animais tratados (MI+PS) conforme dados expressos na tabela 3 (p<0,05).  

Mesmo assim, os níveis de glutationa oxidada (GSSG) e a proporção 

GSH/glutationa total e não apresentaram diferenças entre todos os grupos 

experimentais. 
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Tabela 3. Parâmetros redox nos pulmões.      

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

GSH  0.79±0.07 0.67±0.05 0.86±0.14 b 
GSSG  0.24±0.09 0.46±0.20 0.36±0.14 
Glutationas totais 1.27±0.13 1.40±0.22 1.55±0.33 
GSH/glutationas totais 0.63±0.11 0.49±0.12 0.57±0.15 
          
Dados expressos: média ± desvio padrão. Teste de Tukey foi realizado para 
detectar diferenças entre os grupos. b representa diferença em relação ao grupo 
MI p<0,05. GSH = glutationa reduzida GSSG = glutationa oxidada (unidade = 
μmol/min/mg tecido). 
 

 

Com relação à expressão do Nrf2, cuja imunodetecção foi realizada por 

western blot, o tratamento com pterostilbeno, grupo MI+PS, promoveu aumento 

significativo na expressão da proteína Nrf2 comparado com o grupo infartado 

(MI) (p<0,05). Não foi encontrada diferença entre o grupo SHAM e infartado 

(MI) (Figura 14). 
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9.4 Papel do estresse oxidativo no ventrículo direito de animais infartados e 

o impacto do tratamento com pterostilbeno  

 

As espécies reativas de oxigênio totais foram quantificadas no ventrículo 

direito e não apresentaram diferenças entre os grupos (SHAM, MI e MI+PS) 

(Figura15).  

 

 

 

Com relação à concentração de sulfidrilas (grupo tiol relevante como 

antioxidante não enzimático) diminuiu no grupo infartado (MI) (p<0,05); no 

entanto, recuperou completamente no grupo infartado tratado com 

pterostilbeno (p<0,05; valores estatísticos p=0,0554 F=3,584 e R 

quadrado=0,3386) (Figura 16). 
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A atividade da NADPH oxidase aumentou no grupo infartado em relação ao 

grupo SHAM (p<0,05), porém após tratamento o grupo infartado que utilizou 

pterostilbeno (MI+PS) diminuiu a atividade da NADPH oxidase (p<0,05; valores 

estatísticos p=0,0074 F=7,108 e R quadrado=0,5038) (Figura17). 
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     O grupo infartado não tratado apresentou reduzida atividade da enzima 

óxido nítrico sintase (NOS), comparado ao grupo SHAM (p<0,05; valores 

estatísticos p=0,0192 F=5,316 e R quadradro=0,4316) (Figura 18). Já o grupo 

tratado MI+PS não apresentou nenhuma mudança na atividade da NOS em 

comparação grupos SHAM e ao MI. 

 

 

 

     

 

      A imunodetecção da proteína xantina oxidase do ventrículo direito foi 

realizada nos grupos por western blot. O grupo infartado teve um aumento da 

expressão da xantina oxidase em relação ao grupo SHAM (p<0,05), no 

ventrículo direto. (Figura 19). Entretanto, o tratamento com pterostilbeno 

(MI+PS) apresentou um resultado intermediário, pois o imunoconteúdo da 

xantina oxidase foi similar não somente ao grupo SHAM, mas também ao 

grupo infartado.  
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9.5 Alterações das concentrações das espécies reativas e sua produção 

pela NADPH oxidase na Aorta  

 

As espécies reativas de oxigênio totais na aorta foram mensuradas e não 

apresentaram diferenças entre os grupos (SHAM, MI e MI+PS) (Figura 20).  
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Ao analisarmos a atividade da NADPH oxidase no tecido aórtico, verificou-se 

diferença entre o grupo infartado comparado ao SHAM (p<0,05), assim como 

diferença em relação ao grupo infartado tratado com pterostilbeno (p<0,05; 

valores estatísticos p<0,001 F=30,38 e R quadrado=0,8237) (Figura 21). 
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A atividade da enzima óxido nítrico sintase (NOS), no tecido da artéria aorta, 

não apresentaram diferenças entre os grupos (SHAM, MI e MI+PS) (Figura22).   
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Com relação à concentração de sulfidrilas no tecido aórtico, tivemos 

diferença somente no grupo tratado com pterostilbeno (MI+PS) em relação ao 

grupo controle SHAM (p<0,05; dados estatísticos p=0,0492 F=3,991 e R 

quadradro=0,4339) (Figura 23). 

 

 

 

 

 

A imunodetecção da proteína xantina oxidase na aorta foi realizada nos 

grupos por western blot. O grupo infartado e tratado com pterostilbeno teve um 

decréscimo na expressão da xantina oxidase em relação ao grupo infartado – 

MI (p<0,05) (Figura 24). 
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9.6 Fígado: implicações sobre parâmetros do estresse oxidativo e impacto 

do tratamento com pterostilbeno 

 

Dosamos as espécies reativas de oxigênio totais no fígado e não 

encontramos diferenças entre os grupos (SHAM, MI e MI+PS) (Figura 25). 
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Não houve diferenças significativas entre os grupos (SHAM, MI e MI+PS), 

das concentrações de grupos sulfidrilas no tecido hepático (Figura 26). 
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Dosamos também a enzima glutationa-S-transferase no tecido hepático. E 

também não verificamos diferenças entre os grupos (SHAM, MI e MI+PS) 

(Figura 27). 

 

Com relação à peroxidação lipídica no fígado não encontramos diferenças 

entre os grupos (SHAM, MI e MI+PS) (Figura 28). 

 

 



60 
 

10. Discussão 

 

Os dados da literatura que associam o impacto do infarto do miocárdio com 

disfunção pulmonar e dano no ventrículo direito ou dano hepatocelular ainda 

são escassos. A vasculatura pulmonar pode sofrer uma forte influência do 

remodelamento bioquímico e estrutural induzido pelo infarto, levando ao 

estabelecimento de alterações circulatórias, como hipertensão arterial 

pulmonar secundária64. Por outro lado, a lesão da circulação pulmonar leva a 

consequências adversas no ventrículo direito, com o aumento da pós-carga da 

câmara65.  Consequentemente, o infarto provoca alterações hemodinâmicas no 

ventrículo direito, levando a um remodelamento não adaptativo. Nesse 

contexto, o estresse oxidativo desempenha um papel crítico como mediador de 

danos celulares no pulmão e no próprio ventrículo direito. Assim, o aumento na 

resposta antioxidante pode ser uma estratégia para evitar esse dano.  

Avaliando a morfologia e função do ventrículo esquerdo após o infarto, 

ambos os grupos infartados mostraram dilatação cardíaca, como demonstrado 

pelo aumento dos volumes cardíacos e comprometimento da contratilidade, 

pela diminuição da fração de encurtamento. A administração de pterostilbeno, 

no entanto, promoveu um aumento menor no volume sistólico final, uma vez 

que esse parâmetro foi diferente entre os grupos MI+PS e MI. Luz de Castro e 

colaboradores54 encontraram em seu estudo uma melhora no paramêtro do 

volume sistólico final, indicando uma redução do volume residual ventricular 

pela administração dos hormônios da tireóide T3/T4. Devido esse fato, os 

animais apresentaram melhores condições hemodinâmicas apesar do infarto 

do miocárdio. Em nosso estudo, consideramos esse resultado positivo, pois o 

aumento do volume sistólico final pode estar relacionado ao desenvolvimento 

de congestão pulmonar. De fato, nos animais do grupo MI+PS, o pterostilbeno 

impediu a congestão pulmonar. 

O perímetro infartado não foi diferente entre os grupos MI e MI+PS, 

demonstrando homogeneidade da lesão cardíaca entre esses grupos. Quantos 

os parâmetros morfométricos, nem o ventrículo direito e nem o ventrículo 

esquerdo apresentaram hipertrofia. Esses resultados podem estar relacionados 
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ao fato de que os animais foram avaliados apenas 14 dias após o infarto. 

Nesse período, um estudo anterior do nosso grupo de trabalho, também não 

encontrou nenhuma diferença nestes parâmetros66. 

O pulmão é o orgão mais afetado pela insuficiência cardíaca e a disfunção 

pulmonar é um fator chave para mau resultado clínico em pacientes 

infartados67. Hichka e colaboradores demonstraram que há uma intensificação 

do estresse oxidativo no tecido pulmonar após infarto do miocárdio68. No 

entanto, no nosso estudo os níveis totais de espécies reativas de oxigênio no 

grupo infartado não sofreram alterações. Todavia, no nosso estudo o grupo MI 

mostrou um aumento da peroxidação lipídica, indicando dano oxidativo no 

pulmão. Por outro lado, os pulmões do grupo MI+PS mostraram aumento nos 

níveis de ROS totais. Treml e colaboradores demonstraram o papel dos 

estilbenos para induzir a produção de EROs in vitro69, corroborando com os 

dados do presente estudo. No entanto diferentemente dos animais infartados, o 

grupo MI+PS mostrou uma redução na peroxidação lipídica onde foi observado 

um decréscimo nos níveis de TBARS nesses animais. Em vista disso, uma 

hipótese possível é que esse aumento nos níveis de ROS totais causada pela 

administração do pterostilbeno pode representar uma condição de hormese70, 

que leva a um aumento nas defesas antioxidantes, induzido pela elevação 

prévia das espécies reativas, prevenindo a peroxidação lipídica. De fato, em 

estudos anteriores com outros compostos que apresentam efeitos pró-

oxidantes, como o sulforafano, já descreveram esse mecanismo protetor de 

estimulação do sistema antioxidante71. 

O tratamento com pterostilbeno pode provocar uma adaptação contra níveis 

aumentados de espécies reativas de oxigênio através de alterações oxidativas 

celulares na SOD e na CAT, que são duas enzimas importantes que pertencem 

à primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo9. Em nosso estudo, 

redução da atividade da SOD no pulmão do grupo infartado MI sugere uma 

proteção deficiente contra o radical ânion superóxido, o que poderia causar um 

aumento no estresse oxidativo nos estágios posteriores do infarto do 

miocárdio72. Por outro lado, o tratamento com pterostilbeno recuperou a 

atividade da SOD no grupo MI+PS, demonstrando seu efeito protetor na 

homeostase redox. Como consequência da reação da dismutação, o peróxido 
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de hidrogênio pode ser metabolizado pela catalase, que apresenta uma 

constante de Michaelis-Menten elevada, permitindo uma atividade 

desintoxicante em altos níveis de peróxido de hidrogênio9,73. Em relação a isso, 

nossos resultados mostraram um aumento da atividade da CAT no tecido 

pulmonar do grupo MI+PS. O peróxido de hidrogênio pode reagir com metais, 

como o ferro, e produzir radicais hidroxila74, esse aumento da catalase no 

grupo MI+PS surge como uma importante defesa contra a geração desse 

radical nos pulmões. Como o tecido respiratório é intensamente perfundido 

devido à sua função de hematose, o ferro presente nas células sanguíneas 

pode ser um substrato potente para a geração de radicais livres. Portanto, os 

resultados da SOD e CAT indicam que o pterostilbeno pode ser uma estratégia 

promissora para reduzir o estresse oxidativo nos pulmões após o infarto e 

também reforça a hipótese de um efeito hormético deste composto nesse 

órgão. 

Em termos de defesas antioxidantes não enzimáticas, verificou-se um 

aumento da concentração da glutationa reduzida (GSH) nos pulmões do grupo 

MI+PS. A GSH possui baixo pelo molecular75, e está envolvida em reações de 

desintoxicação de substâncias orgânicas e inorgânicas como peróxidos76. O 

GSH atua como doador de elétrons77 e participa da regulação redox da 

homeostase78 contribuindo para a sobrevivência celular. No presente estudo, 

um aumento da concentração da GSH provavelmente também contribuiu para 

a redução dos níveis de TBARS no grupo MI+PS, diminuindo o estresse 

oxidativo desses animais. Além da estimulação enzimática e não enzimática 

das defesas, o tratamento com pterostilbeno também poderia induzir melhora 

no perfil antioxidante de proteínas citoprotetoras no tecido pulmonar79. 

Nesse contexto, a proteína Nrf2 é uma proteína citoprotetora que atua como 

um fator de transcrição e esta é sensível às alterações redox, desempenhando 

um papel fundamental na resposta antioxidante pulmonar71. Em situações de 

eutresse, o Nfr2 é ancorada a duas proteínas Keap1 (do inglês – Kelch-like 

ECH-associated Protein 1) (Figura 9). Contudo, quando há interrupção da 

homeostase redox, o complexo Nrf2-Keap1 se dissocia e libera Nrf2, que pode 

translocar-se para o núcleo e iniciar a expressão de moléculas antioxidantes21, 

22,80. 
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De fato, estudos na literatura demonstraram que a Nrf2 desempenha um 

papel importante na síntese de enzimas antioxidantes endógenas81. Além 

disso, de acordo com Lacerda e colaboradores26, o pterostilbeno regula 

positivamente a expressão de Nrf2, que aumenta a glutationa reduzida (GSH) e 

atenua os danos oxidativos. Em nosso estudo, os níveis do imunoconteúdo de 

Nrf2 aumentaram nos pulmões dos animais do grupo MI+PS, sugerindo que o 

pterostilbeno induz a ativação do Nrf2, o que poderia ser uma explicação para 

a melhora nas defesas antioxidantes e na redução da peroxidação lipídica. Em 

vista desses dados, o pterostilbeno mostrou ser protetor aos pulmões após o 

infarto, uma vez que esse composto impediu a congestão do órgão, aumentou 

as atividades da SOD e CAT, aumentou a GSH e preveniu a peroxidação 

lipídica, bem como induziu a expressão da Nfr2, que é uma proteína 

citoprotetora. 

Em relação ao ventrículo direito, o cenário pró-oxidativo do infarto do 

miocárdio se manifesta significativamente nesta câmara47. Nossos resultados 

mostraram que o infarto leva ao aumento da expressão da xantina oxidase no 

ventrículo direito. Wang e colaboradores também mostraram níveis 

aumentados de xantina oxidase em seus experimentos 12 semanas após o 

infarto, associado à peroxidação lipídica e à disfunção cardíaca. Além disso, o 

tratamento com alopurinol, um inibidor clássico da atividade da xantina oxidase, 

atenua a desbalanço redox provocado pela insuficiência cardíaca pós-infarto do 

miocárdio82. Outro estudo avaliando pacientes com insuficiência cardíaca 

apresentou aumento da atividade da xantina oxidase quando comparados com 

grupo controle83. Outra enzima pró-oxidante importante na condição do infarto 

e fonte de EROs é a NADPH oxidase, a qual também foi objetivo deste estudo. 

Sua atividade estava aumentada no ventrículo direito do grupo MI. 

Corroborando com nossos dados, o trabalho de Looi e colaboradores84 

demonstrou um aumento da produção do ânion superóxido em 

homogeneizados de miocárdio pós-infarto, que foi mitigado pelo uso de um 

inibidor de NADPH oxidase. Além disso, um modelo de camundongos knockout 

para a subunidade NADPH oxidase gp 91phox revelou melhora dos parâmetros 

ecocardiográfricos84. 



64 
 

Os níveis elevados de atividade da xantina oxidase e da NADPH oxidase 

predispõe o ventrículo direito ao aumento da concentração do ânion 

superóxido, e consequentemente depleção de reserva antioxidante. 

Corroborando com esses resultados, também encontramos níveis reduzidos de 

sulfidrila no grupo MI. Em relação a isso, Sulakhe e colaboradores85 

demonstraram que cardiomiócitos isolados de ratos adultos, que foram 

incubados em um sistema com geração de radical hidroxila ou expostos a 

agentes oxidantes de sulfidrila, apresentaram troponina I diminuída e reduzida 

fosforilação de fosfolambano induzida por isoproterenol 85.  Esse mesmo grupo 

de pesquisa também mostrou que a oxidação dos grupos tiol da bomba de 

cálcio do retículo sarcoplasmático (SERCA) em cardiomiócitos diminui a 

captação de cálcio86.  

 Na aorta avaliamos o impacto do infarto experimental nesse tecido e as 

implicações do tratamento com pterostilbeno. Analisando os dados obtidos da 

aorta, verificamos que as concentrações de espécies reativas do oxigênio totais 

não variaram entre os grupos. Porém, verificamos aumento significativo da 

atividade da NADPH oxidase no tecido aórtico no grupo MI. Com o tratamento 

com pterostilbeno houve uma diminuição signficativa com relação ao grupo MI. 

O ânion superóxido gerado pela NADPH oxidase pode reagir com outros 

compostos químicos circulantes na célula e formar peroxinitritos (OONO-), 

formado pela reação entre o ânion superóxido com o óxido nítrico88. Em 

estudos relacionados à hipertensão arterial sistêmica, dentre as enzimas mais 

atuantes no estresse oxidativo, a maior fonte de ERO é a NADPH oxidase, a 

qual é ativada pela angiotensina II, atuando nos receptores AT-1, gerando 

contração no vaso89. A expectativa era que essa atividade da NADPH oxidase 

estevesse relacionada a um maior estresse oxidativo do tecido e uma menor 

ação do óxido nitrico neste local, ocasionando vasoconstrição. As NADPH 

oxidases não foram identificadas apenas como contribuintes importantes e 

desencadeadoras de doenças cardiovasculares, mas também confere funções 

importantes na homeostase vascular90. Nesse sentido, dosamos a atividade da 

enzima óxido nítrico síntase no tecido aórtico. Não encontramos diferença 

significativa entre os grupos. Neste caso, a hipótese de alterações da produção 
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de óxido nítrico decorrente do infarto ou do infarto+ tratamento pelas alterações 

da atividade da enzima óxido nítrico sintase não foi confirmada. 

Ainda, no homogeinizado da artéria aorta, dosamos os grupos sulfidrila, 

importante mecanismo antioxidante não enzimático. Encontramos, neste 

parâmetro, um aumento das concentrações no grupo infartado tratado com 

pterostilbeno (Figura 23). O sistema de defesa antioxidante não enzimático 

consiste numa variedade de substância, que podem ser endógenas, como as 

glutationas, ou dietéticas, como vitaminas (C e E), minerais (zinco, cobre, 

selênio e magnésio) e compostos fenólicos16. 

Detaca-se como antioxidante não enzimático a glutationa reduzida (L-g-

glutamil-L-cisteinil-glicina). Esse tripeptídeo é considerado um dos agentes 

mais importantes do sistema de defesa antioxidante intracelular e também 

possui um papel central na biotransformação e eliminação de xenobióticos16. A 

capacidade redutora da GSH é determinada basicamente pelo seu grupamento 

sulfidrila, presente no aminoácido cisteína97. Esse grupamento é altamente 

polarizável, tornando-o um bom nucleófilo para reações com compostos 

químicos eletrofílicos. Esta habilidade de doar elétrons a outros compostos faz 

da glutationa um bom redutor. Portanto, o grupamento sulfidrila é susceptível a 

reações com ERO e ERN, levando à geração de modificações oxidativas pós-

translacionais, as quais podem alterar a função proteica98. 

Foi determinado o imunoconteúdo da proteína xantina oxidase. A xantina 

oxidase é conhecida pelo seu papel catalítico na degradação de purinas 

metabolizando hipoxantina em xantina e xantina a ácido úrico, 

concomitantemente à formação do ânion superóxido91. Nos mamíferos os mais 

altos índices de atividade são encontrados no fígado e no intestino delgado, 

mas também são encontrados em outros tecidos como o coração e a 

vasculatura91. Verificamos uma diminuição significativa do imunoconteúdo da 

xantina oxidase do grupo MI+PS, sugerindo uma diminuição da formação do 

ânion superóxido através desta proteína neste grupo tratado com pterostilbeno, 

melhorando estresse oxidativo com relação esse ERO. Encontramos na 

literatura que a xantina oxidase também possui propriedades nitrito-redutases 

sendo capaz de converter nitrito a óxido nitrico (NO), e desta forma, contribuem 
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para os efeitos benéficos do NO na vasculatura, e em essência, a reação de 

redução do nitrito em NO mediada pela xantina oxidase é reversa à oxidação 

da xantina à àcido úrico, sendo NADH como substrato para redução92. Essa 

produção de óxido nítrico é alternativa e independe da atividade da enzima 

óxido nítrico sintase. 

Avaliamos também o impacto do infarto do miocárdio experimental e o 

tratamento com pterostilbeno no tecido hepático, já que após infarto podemos 

ter disfunções circulatórias levando progressivamente a insuficiência cardíaca 

do coração, mas esta não ocorrendo de forma isolada havendo envolvimento 

do fígado4.  O fígado é destino de 25% do débito cardíaco, e aproximadamente 

25% do fluxo sanguíneo hepático é arterial, o restante é sangue dexosigenado 

que circula pelo sistema porta. A veia porta não possui capacidade de 

autorregulação de fluxo, porém a artéria hepática é capaz de comportar até 

60% de redução do fluxo portal, mas o fígado é suceptível a lesão4. Com 

relação ao estresse oxidativo, em nosso estudo, não encontramos diferenças 

entre os grupos para as concentrações de espécies reativas de oxigênio totais.  

Queriamos saber se as reservas de antioxidantes não enzimáticas haviam sido 

depletadas; então, foram avaliados grupos sufidrilas no fígado e não 

encontramos diferenças significativas entre os grupos. Avaliamos a atividade 

da enzima glutationa-S-transferase (GST) que juntamente com as N-

acetiltransferases e as enzimas da família do Citocromo P-450 (CYP) são 

responsáveis pela biotransformação de substância xenobíoticas no fígado 

correspondendo a fase 1  deste processo de detoxificação93. Porém quando os 

produtos formados na fase 1 não sofrem inativação  ou são ativados a 

substâncias mais reativas  pelas enzimas da fase 2, estes intermediários  

reativos podem se ligar covalentemente ao DNA e causar diversas formas de 

dano ao organismo , pois agirão como agente mutagênico e ou 

carcinogênico93. A glutationa-S-transferase não apresentou diferenças 

significativas entre os grupos. A peroxidação lipídica mensurada através do 

teste TBARS também não apresentrou diferenças significativas entre os 

grupos. Associando os resultados da GST e do TBARS podemos pressupor 

que tanto o infarto do miocárdio experimental como o tratamento com 
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pterostilbeno não alterou a funcionalidade do fígado em processar substâncias 

xenobióticas, neste caso o próprio pterostilbeno. 

Infelizmente por não ter mais disponível soro destes animais a dosagem 

sérica ficou comprometida e não foi realizada (uma limitação do nosso estudo). 

A principal aplicação clínica da medição de AST e ALT é a detecção e o 

diagnóstico etiológico diferencial da doença hepática. A lesão das células 

hepáticas é manifestada pela atividade sérica elevada das transaminases antes 

do aparecimento de sintomas e sinais clínicos (como icterícia). Elevações 

comparáveis de AST e ALT são altamente características de hepatite viral, 

tóxica ou não-alcoólica aguda causada por drogas. Pensa-se que os níveis 

séricos semelhantes de transaminase nessas condições sejam causados pela 

liberação celular de apenas enzimas citoplasmáticas associadas a danos 

reversíveis às células hepáticas. Na hepatite crônica e cirrose, os níveis séricos 

de AST são maiores que a ALT; isso pode refletir necrose de células hepáticas 

com liberação de AST mitocondrial94. Após o infarto do miocárdio, a atividade 

da AST aumenta consistentemente; ALT está associado à congestão passiva 

do fígado. A atividade sérica de AST e apenas ocasionalmente ALT aumenta 

nas doenças inflamatórias do músculo esquelético e na distrofia muscular 

progressiva94. A causa mais comum de lesão hepática aguda decorrente de 

doença cardíaca é a isquemia hepática e hepatite hipóxica4. A maioria dos 

casos de hepatite isquêmica ocorre no contexto da insuficiência cardíaca 

gerando hipotensão arterial e congestão venosa passiva crônica4. 

 

11. Conclusões 

Geral 

 Os resultados morfométricos e funcionais revelaram a interrelação entre o 

sistema cardíaco e pulmonar para se adaptar às alterações adversas impostas 

pelo infarto do miocárdio. Do ponto de vista bioquímico, o infarto do miocárdio, 

demostrou causar alterações significativas principalmente nos coração e nos 

pulmões, as quais repercutiram sobre o tecido vascular e hepático, ainda que 

de forma discreta. Neste contexto, o estresse oxidativo esteve presente com 

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

da homeostase redox nos tecidos estudados nesta dissertação. 

Específicas 

 O aumento das espécies reativas de oxigênio totais no tecido pulmonar do 

grupo MI+PS não fazia sentido isoladamente. Contudo, percebemos, ao 

analisar os resultados da peroxidação lipídica e da expressão da proteína Nrf2 

no tecido pulmonar no grupo tratado com pterostilbeno, uma relação entre a 

redução do dano celular com aumento nas defesas antioxidantes por 

mecanismos horméticos descrito na literatura e observado em nosso estudo. O 

comportamento enzimático da superóxido dismutase (SOD) e da catalase 

(CAT) no tecido pulmonar corraboram para a hipótese do efeito hormético já 

que a SOD estava diminuida no grupo infartado e recuperou-se no grupo 

tratado com pterostilbeno e a catalase aumento no grupo tratado com 

pterostilbeno. 

 No ventrículo direito do grupo MI encontramos um aumento da 

expressão da xantina oxidase e um aumento da atividade da NADPH oxidase. 

Os níveis elevados de atividade da xantina oxidase e da NADPH oxidase 

predispõe o ventrículo direito ao aumento da concentração do ânion 

superóxido, e consequentemente depleção de reserva antioxidante. O 

pterostilbeno foi capaz de diminuir a atividade da NADPH oxidase no grupo 

MI+PS. Entretanto, o tratamento com pterostilbeno (MI+PS) apresentou um 

resultado intermediário, pois o imunoconteúdo da xantina oxidase foi similar 

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

A diminuição da atividade do óxido nítrico sintase no ventrículo direito do 

grupo MI, demonstrando que o infarto ocasiona uma diminuição da atividade 

desta enzima, gera uma menor disponibilidade de óxido nítrico neste local. O 

tratamento com pterostilbeno não eficaz na melhora deste parâmetro.  

No presente estudo, o aumento da atividade da NADPH oxidase e xantina 

oxidase induzido pelo infarto do miocárdio na aorta aumenta o potencial do 

dano oxidativo neste tecido. Consequentemente isso pode implicar a remoção 

de NO nesse local, vasoconstrição e aumento do dano oxidativo. Porém o 

tratamento com pterostilbeno melhorou este cenário efetivamente, pois induziu 
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uma redução da atividade da NADPH oxidase, da expressão da xantina 

oxidase, indicando que essas enzimas são alvos potenciais do mecanismo de 

ação do pterostilbeno. 

Já no fígado a ação do pterostilbeno demostrou não interferir no processo de 

conjugação hepática, já que não houve alterações na enzima GST. 

Infelizmente por não avaliarmos as enzimas hepáticas séricas não podemos 

avaliar o comprometimento hepático decorrente do infarto. Sabe-se que o 

fígado apesar de sofrer injúrias devido às disfunções circulatórias possui ter a 

capacidade resiliente de suportar, por um período de tempo, agressões 

hemodinâmicas e de estresse oxidativo. 

 

12. Perspectivas  

 

O trabalho apresentado deixou algumas perguntas em relação às 

complicações decorrente do infarto. Uma observação maior talvez 

demonstrasse a ocorrência da insuficiência cardíaca e se de fato isso não 

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

Os fitoquímicos naturais originários de alimentos estão sendo cada vez mais 

estudados para se avaliar possíveis potenciais terapêuticos utilizados como 

adjuvantes em tratamento de doenças, como exemplo doenças 

cardiovasculares. 

O mirtilo, fruto que contem além do pterostilbeno uma ampla variedade de 

compostos como polifenóis e antocianinas. No futuro, o grande desafio e saber 

quais as quantidades destes fitoquímicos devem ser consumidos para terem 

benéficios a quem os consomem. 

O pterostilbeno demonstrou no nosso trabalho e em diversos artigos 

publicados que possui enorme potencial, melhorando a homeostase redox dos 

animais testados. Porém estudos clínicos são necessários para conprovação 

destes benefícios em humanos. 
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Na Figura 29 temos uma representação gráfica das conclusões deste 

trabalho. 
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