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“A persisténcia é o caminho do éxito”.

(Charles Chaplin)



Resumo

Doencas cardiovasculares estédo intimamente relacionadas ao estresse oxidativo, o
qgual leva a producdo aumentada de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio (ERO e
ERN), e 0 acumulo destas pode representar uma perturbacéo no estado de equilibrio entre
pro-oxidantes/antioxidantes. Este cenério esta relacionado com o desenvolvimento de
inUmeras doencas. Por isso, estimular o aumento das defesas antioxidantes &€ uma
estratégia eficaz na reducdo dano oxidativo. Desta forma, o uso do pterostilbeno, um
polifenol encontrado em frutas pretas (tal como mirtilo), pode ser uma relevante estratégia
de intervencéao terapéutica a ser considerada. Os estilbenos apresentam a capacidade de
aumentar as defesas antioxidantes, reduzindo, dessa maneira, acdo deletéria das ERO.
Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito protetor de diferentes concentracoes
de pterostilbeno em cultura de mioblastos cardiacos (células H9c2) e tecido cardiaco in vitro
submetidos ao a dano oxidativo.

Mioblastos cardiacos foram submetidas a incubacdo com diferentes doses de
pterostilbeno (curva de dose: 50, 100 e 150 puM), 24 horas antes da indugdo ao dano
oxidativo por peroxido de hidrogénio (H202 - 6,67uM), durante 10 min. O estudo foi
desenvolvido com trés grupos distintos para células em cultura: G1- somente cultura de
células H9c2 com meio DMEM; G2 - cultura de células H9c2 submetidas ao dano oxidativo
induzido pelo H202; G3 - cultura de células H9c2 somente com incubacao de pterostilbeno
(50 uM) e dano oxidativo induzido pelo H202. J& o tecido cardiaco foi homogeneizado e preé-
incubado com pterostilbeno (25 e 50 uM) pelo periodo de 1 h, e submetido ao dano oxidativo
por um sistema gerador de radical hidroxil (solu¢céo contendo FeClz, acido ascorbico e H202)
durante 30 minutos. Os grupos foram alocados em: G1- homogeneizado de tecido sem
intervencao (grupo Controle); G2 — homogeneizado de tecido com pterostilbeno (25 uM);

G3 - homogeneizado de tecido com pterostilbeno (50 uM); G4 — Grupo submetido apenas



ao dano oxidativo por meio do sistema gerador de radical hidroxil; G5 - grupo com
pterostilbeno 25 pM associado ao dano oxidativo; G6 - grupo com pterostilbeno 50 uM
associado ao dano oxidativo. A viabilidade celular dos mioblastos em cultura foi avaliada
por meio do ensaio de MTT. Os marcadores de estresse oxidativo foram avaliados pela
dosagem de carbonilas, lipoperoxidacdo por TBA-RS e niveis de EROs totais. Atividade
das enzimas antioxidantes (superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e
niveis totais de sulfidrilas foram mensurados em ambos os experimentos.

Foi observado que os modelos de dano oxidativo induzido em ambas as condigdes
experimentais foram efetivos, pois estes causaram reducdo da viabilidade celular dos
mioblastos cardiacos, assim como aumentando os niveis de EROSs, carbonilas e
lipoperoxidacdo no tecido cardiaco in vitro. Adicionalmente, foi constatado aumento na
atividade da catalase, nas células em cultura como resposta contra regulatdria ao estresse.
Entretanto, no homogeneizado cardiaco houve reducdo na atividade da catalase e da
glutationa peroxidase, nos grupos submetidos ao estresse. Por outro lado, o pterostilbeno
foi efetivo na inducgéo da atividade da superdxido dismutase no tecido cardiaco, assim como
na reducédo dos niveis de EROs totais ap0ds incubacao com o sistema gerador de radical
hidroxil.

Tomados em conjunto, os dados sugerem que o pterostilbeno sem associacdo com
estresse, demonstrou acdo benéfica. A substancia, entretanto, mostrou efeitos distintos em
células e tecido submetidos ao estresse oxidativo. Dessa maneira, S0 necessarios mais
estudos, como estudos in vivo, a fim de aumentar a complexidade do sistema e entender a
substancia de forma plena, visto que os marcadores antioxidantes que aumentaram no

experimento celular e tecidual ndo foram os mesmos.



ABREVIATURAS E SIGLAS

CAT — Catalase

ERO — Espécies Reativas do Oxigénio
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Revisdao bibliogréfica

1.1 Doengas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares sdo causadas por diferentes distdrbios no coracao e
vasos sanguineos. Elas incluem a doenca coronariana, a doenca cerebrovascular, a
hipertensdo e a insuficiéncia cardiaca (1). Atualmente, as enfermidades do sistema
cardiovascular encontram-se entre as principais causas de morte e invalidez em todo o
mundo (2). Estima-se que, até 2030, o nUmero de pessoas que morrerdo em virtude destas
doencas seja de 23,3 milhdes (1, 3), sendo estas responsaveis pela maioria das mortes
atribuidas as doencas nao-transmissiveis, ocasionando a perda de 17 milhdes de vidas

anualmente (1).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), existem formas viaveis de
prevencdo para estas doencas que poderiam ser realizadas por intermédio de medidas
como: controle antitabaco, promocéo de dietas mais saudaveis, atividades fisicas e reducéo
da ingestdo de &lcool (1). Todos estes fatores estdo relacionados com a reducdo do
estresse oxidativo (4). O estresse oxidativo leva a producdo excessiva de espécies reativas
do oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN) e 0 acumulo destas espécies pode representar uma
perturbacao do estado de equilibrio de reacdes pré-oxidantes/ antioxidantes no organismo.
Esse cenario celular favorece o dano oxidativo a lipidios, proteinas e ao DNA, contribuindo,
dessa forma, para o desenvolvimento de inUmeras doencas (6). Sabe-se, também, que o
estresse oxidativo esta intimamente relacionado as desordens cardiovasculares por exercer

um papel fundamental na fisiopatologia destas doencas (5, 6).



1.2 Espécies reativas, antioxidantes e estresse oxidativo

Estudos mostram que a mitocondria, por meio da cadeia transportadora de elétrons,
€ a principal fonte geradora de radicais livres (7), sendo o local onde o oxigénio (Oz) sofre
reducao tetravalente, aceitando quatro elétrons e formando agua. A enzima catalisadora
dessa reacédo € a citocromo oxidase, que tem por funcéo controlar a geracdo de radicais
livres, impedindo, assim, sua geracéo excessiva na mitocondria. No entanto, durante esta
reacdo pode acontecer uma reducdo incompleta do Oz, devido a transferéncia univalente

de elétrons, dando origem aos radicais livres (8, 9).

Assim, ja é sabido que ao longo dos processos metabdlicos celulares, ocorrem
reacdes de oOxido-reducdo, sendo que tal processo leva a producdo de ERO e ERN,

produtos do metabolismo celular (10).

As EROs, com excecdo do peroxido de hidrogénio (H202), como o anion radical
superoxido (027) e o radical hidroxil (HO"), sdo muito instaveis e reativas (11). No meio
intracelular, o O2" sofre dismutacdo a H202 por meio da enzima superédxido dismutase
(SOD). O H202 caso nao consiga sofrer uma degradacdo formando agua, por meio das
enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), ird formar HO" ao reagir com o ion
ferroso ou cuprico. Na presenca de ions divalentes e metais de transicdo, o radical HO*
também pode ser gerado a partir da reacdo do O2"com H202 (reagdo de Haber-Weiss) (12).
O O2" pode, também, reagir com o oxido nitrico (NO) formando o peroxinitrito (ONOO-), um

radical altamente deletério (13).

As enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx, entre outras), presentes em nosso
organismo, como no tecido cardiaco, funcionam como mecanismos de defesa prevenindo,
impedindo e/ou controlando a formacéao de radicais livres que poderiam levar a danos

oxidativo. Essas enzimas tém o objetivo de limitar os niveis intracelulares de tais espécies
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reativas e controlar a ocorréncia de danos decorrentes (14). Em condi¢bes normais, ha um
equilibrio entre a producdo das espécies reativas e intracelulares atividade dos
antioxidantes, deste modo, controlando o ambiente redox. Este equilibrio é de extrema

importancia para a sobrevivéncia dos organismos e sua saude (10).

As enzimas CAT e GPx agem de forma a impedir o acumulo de H202. Esta acéo
conjunta é de extrema importancia, ja que essa espécie reativa pode culminar na geracao
do OH’, radical indicado como o de maior potencial reativo e com extrema instabilidade
(vida média de 10 segundos), contra o qual ndo ha sistema enzimatico de defesa. Tais
caracteristicas capacitam o OH' como o radical livre com alta capacidade de produzir danos

oxidativo (15).

Tendo conhecimento quanto ao potencial do radical OH® e sabendo-se que né&o
existe uma defesa enziméatica especializada, € importante mantermos o equilibrio, elevando
0s niveis quando necessario, entre as defesas antioxidantes, para manter a integridade
celular (7). Dessa maneira, deve-se ter um cuidado especial com, por exemplo, a enzima
GPx ja que sua acéo depende da manutencéo do ciclo redox da glutationa (7), assim como

€ considerada uma das mais importantes enzimas antioxidantes no coracao (16)

Além dos antioxidantes enzimaticos, nosso organismo dispde de antioxidantes nao-
enzimaticos, dentre eles podemos destacar a GSH a qual é um oligopeptideo end6geno
gue também exerce a fungéo de cofator da GPx e da glutationa-s-transferase (GST) (17).
A GSH exerce funcdes de sequestrador de radicais livres e conjugacdo com xenobidticos,
bem como, participa da regeneragéo de antioxidantes como o tocoferol e o 4cido ascorbico.
Destaca-se, ainda, que sua acdo como antioxidante ndo-enzimatico esta mais diretamente
ligada a atuacdo sobre o peroxido de hidrogénio e peroxidos orgéanicos (18). Ela tem a
capacidade de modificar o DNA e formar aductos para ligar-se a diferentes xenobioticos

como: cloroférmio, nitratos organicos, paracetamol, etc.; reacao esta que pode acontecer
11



espontaneamente ou catalisada pela enzima GST, por meio da rea¢dao: RX + GSH - RSG

+ XH (12).

As espécies reativas e seus derivados exercem funcdes fisiologicas importantes no
organismo como: a regulacdo do tbnus vascular, a deteccdo da tensdo de oxigénio, a
regulacéo de funcdes que sao controlados pela concentracdo de oxigénio, o aumento da
transducdo de sinal a partir de varios receptores de membrana, além de respostas ao

estresse oxidativo que irdo assegurar a manutencédo da homeostase redox (8).

Somado a isso, as espécies reativas podem controlar a atividade de vias de
sinalizacao intracelulares redox sensiveis. Os principais mecanismos redox que controlam
a funcdo das proteinas ocorrem por oxidacdo de aminoacidos como cisteina, tirosina e
metionina, 0s quais apresentam grupos tidis em sua estrutura que sao alvos de oxidagéo e
de reducao (19). Em geral, os efeitos benéficos das espécies ocorrem quando estas se
encontram em baixas/moderadas concentracbes, funcionando como sinalizadores
intracelulares que promovem a sobrevivéncia celular (10). Por outro lado, o acumulo de

ERO é um dos principais fatores desencadeantes da apoptose dos cardiomiécitos (20).

Alguns estudos sugerem que agentes com potencial antioxidante podem proteger o
organismo contra a atividade indesejavel dos ERO e ERN, substancias tais como o0s

polifendis (21).

1.3 Polifendis

Polifendis sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, que estdo
envolvidos com diversos processos como O crescimento, pigmentacdo, polinizacéo,
resisténcia contra patbgenos. Quimicamente, possuem um ou mais grupos hidroxila ligados
ao anel benzeno, podendo ser classificados, ainda, como compostos flavonoides e né&o-

flavonoides (22, 23).
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O interesse crescente nos compostos fendlicos é devido ao fato de inimeros estudos
epidemiologicos demonstrarem associacdo entre o consumo de alimentos ricos em
polifendis e a prevencdo de certas doencas cronicas, como cancer e doengas
cardiovasculares (24). Os efeitos benéficos dos diferentes polifendis dependem néo
somente de sua farmacodinamica, mas também de suas propriedades farmacocinéticas,

tais como a biodisponibilidade (25).

O efeito protetor dos polifendis é, principalmente, devido a sua grande variedade de
acoOes bioldgicas, tais como: capacidade de remover radicais livres, acdo quelante de metal,
capacidade de modulacdo enzimatica, efeitos sobre vias de sinalizacao celular e controle
da expressao génica (26, 27). A capacidade antioxidante dos flavonoides é determinada,
fundamentalmente, por sua estrutura, uma vez que estas moléculas apresentam o
grupamento OH aromatico, o qual doa um atomo de hidrogénio ao radical livre, formando o

radical fenoxila, que se estabiliza pelo mecanismo de ressonancia eletrénica (28).

Os polifendis, potencializando a acdo de enzimas antioxidantes ou inibindo enzimas
intracelulares geradoras de espécies reativas, também estéo relacionados com reducao da
lipoperoxidacdo (23). Além disso, apresentam propriedades antioxidantes indiretas
ativando fatores de transcricdo como o Nrf2 (nuclear factor erythroid-2-related factor 2) (29,

30).

Dentre os polifendis ndo flavonoides, os estilbenos chamam a aten¢&o devido as
suas ac¢odes biologicas benéficas (23), como aquelas observadas no tratamento de algumas
doencas (diabetes, dermatites inflamatorias, micoses, prevencdo/tratamento de alguns

cancer, melhora da cogni¢éo) com pterostilbeno (31, 32).
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1.4 Pterostilbeno

Pterostilbeno (trans-3,5-dimetoxi-4'-hidroxi estilbeno) é um polifenol que foi
identificado como uma molécula altamente ativa pertencente a familia do estilbeno (33).
Este polifenol pode ser encontrado em frutas como o mirtilo, amora preta, uva, ameixa,
entre outros. Pterostilbeno € um analogo dimetilado do resveratrol, mas € significativamente

mais biodisponivel quando ingerido (33).

Pterostilbeno e o resveratrol possuem propriedades farmacoldgicas semelhantes,
contudo, pterostilbeno tem algumas vantagens. Quimicamente, estes polifendis
apresentam diferencas estruturais: no pterostilbeno, existem dois grupos metoxi e um grupo
hidroxila, em vez disso, o resveratrol apresenta trés grupos hidroxila (34). Por possuir dois
grupos metoxi, o pterostilbeno demonstra um carater mais lipofilico, facilitando absorcéo
oral e celular (35).

Dessa forma, o ponto critico da bioatividade dos estilbenos esta na sua melhor
biodisponibilidade. Quando se observa a administracao por via oral, pterostilbeno mostra
95% de biodisponibilidade, enquanto o resveratrol apresenta 20% (34). Além disso, o tempo
de meia-vida do pterostilbbeno €, aproximadamente, sete vezes maior do que a do
resveratrol (105 minutos e 14 minutos, respectivamente) (36).

Os inumeros beneficios do pterostilbeno no tratamento e prevencdo de doencas séo
atribuidos a suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, anticancerigenas, levando
a uma melhora da fungéo celular normal e inibicdo da propagacao de células malignas (32).
Com relacéo ao sistema cardiovascular, recentes estudos mostraram que o pterostilbeno
apresentou agdo anti-inflamatoria, por inibir a via do TLR-4/NF-kB, assim como reduziu
apoptose celular em modelo de isquemia reperfuséo (37).

Embora a administracdo do pterostilbeno apresente potencial terapéutico cardiaco,

seu mecanismo de a¢do ainda ndo esta totalmente esclarecido. Portanto, faz-se necessério
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explorar as possiveis propriedades farmacoldgicas do pterostilbeno sobre células cardiacas

em cultura submetidas ao estresse oxidativo.

1.5 Cultura de células

Estudos em cultura de células tém sido largamente utilizado desde o inicio do século
passado, com o intuito de analisar processos como, por exemplo, a atividade de virus,
propriedade de células cancerosas, envelhecimento celular, terapia génica, mecanismos
de acao, entre outros (38, 39). Uma vantagem fundamental desta técnica é sua simplicidade
em comparacao aos estudos in vivo. Com o modelo de cultura celular € possivel determinar,
com uma maior precisdo, o0 mecanismo de acdo de determinadas patologias, bem como,

de determinados farmacos (40).

Os principais tipos de cultivos celulares utilizados sdo: os primarios (obtidos a partir
de tecido fresco de um animal morto), secundarios ou diploides (gerados a partir dos
cultivos primarios, por meio da disperséo das células e redistribuicdo em novos cultivos) e
os cultivos de linhagem ou imortalizadas obtidos a partir de tecidos oncogénicos ou

modificados com vetores que causem a perda da capacidade de regulagéo do ciclo (38).

A utilizagédo de culturas de células animais como modelos de doengas humanas é
parte integrante da investigagao cientifica, pode fornecer equivalentes taxondmicos que se
assemelham a fisiologia humana. O estudo de células também proporciona aos
pesquisadores maior compreensao sobre desenvolvimento biolégico, expressao de
proteinas e evolucdo genética. Sabe-se que estudos com linhagem celular possuem
vantagens como: a possibilidade de formacao de um banco de células padronizado e bem
caracterizado por um periodo de tempo infinito, menor exigéncia com relacdo ao

enriquecimento do meio de cultivo e a concentracédo do soro do meio, além da diminuida
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chance de contaminag&o, como € o caso da linhagem de cardiomioblastos — células H9c2

(39, 41, 42).

1.6 Modelo H9c2 e Pterostilbeno

Estudos com células cardiacas isoladas sdo amplamente aceitos como um
complemento dos estudos in vivo e, também, na analise da cardiotoxicidade, substituindo
0 uso de animais (43). As vantagens de trabalhar com linhagens continuas possibilitaram
estudos com varios tipos celulares diferentes. Entretanto, o estabelecimento de uma
linhagem continua para células cardiacas foi de grande dificuldade uma vez que
cardiomidcitos isolados ndo proliferam e tumores cardiacos sdo muito raros. Ao realizar
passagens seriadas seletivas de um subclone da linhagem original derivada de tecido
cardiaco embrionario de ratos, Kimes e Brandt obtiveram sucesso na imortalizacdo de
células cardiacas originando a linhagem celular H9c2 com capacidade proliferativa igual a

de células cardiacas ja diferenciadas (44).

No que se refere a estudos da acéo de pterostilbeno em células foi demostrado efeitos
antioxidantes, anti-inflamatdrios e anticancerigenas (45). Entretanto, efeitos do tratamento
de células H9c2 com pterostilbeno foi muito pouco explorado necessitando de mais estudos
para melhor compreenséo dos efeitos desta substancia em células cardiacas desafiadas

pelo estresse oxidativo.

1.7 Geradores de dano oxidativo

Em funcdo de sua configuracdo eletronica o oxigénio tende a receber um elétron de

cada vez, originando compostos que sao extremamente reativos como: radical superoxido

(O2), perbxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH*), sendo o radical hidroxila um

dos mais potentes oxidantes, podendo permear a membranas e reagir com lipidios

insaturados e DNA. Ja o H202 em funcdo da auséncia de elétrons desemparelhados na
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Gltima camada, € um metabdlito do oxigénio extremamente deletério, pois participa da

reacao que produz o OH-. Ele, ainda, é capaz de atravessar camadas lipidicas, podendo

reagir com a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe**. Desta maneira é

altamente toxico para as células (12, 46).

Assim, modelos de inducéo de estresse oxidativo utilizando perdxido de hidrogénio
s&o descritos, a fim de mimetizar o dano oxidativo a células (43, 47, 48). E essencial, no
entanto, que se encontre a concentracdo ideal de H202, pois o dano celular deve ocorrer,
mas sem matar todas as células (48). Outro modelo, descrito por Halliwel, que objetiva a
geracao do radical hidroxil é a incubacdo de homogeneizados de tecido com cloreto de ferro

(FeClz2), H202 e &cido ascorbico (49).

Estes danos gerados baseiam-se nas reagdes de Haber-Weiss e Fenton que origina

OH: a partir de H202 (49, 50).
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Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo analisar os efeitos do pterostilbeno, administrados

previamente a inducdo de dano oxidativo, por peréxido de hidrogénio, em cultura de

mioblastos cardiacos (H9c?2) e, sistema gerador de OH- em tecido cardiaco, sobre o dano

oxidativo e o sistema de defesa antioxidante.

Objetivos especificos:

l. Identificar a viabilidade celular frente incubacdo com as diferentes

concentracOes de pterostilbeno.

Il. Quantificar os indicadores de estresse oxidativo pela mensuracdo das
espécies reativas de oxigénio totais, peroxidacao lipidica e oxidacdo proteica. Em cultura
de células (ROS total) e em tecido cardiaco (TBARS, Carbonilas, ROS TOTAL e Nitritos).

Il Mensurar a atividade das defesas antioxidantes enzimaticas e nao
enzimaticas em cultura de células e em tecido cardiaco.

V. Comparar os efeitos do pterostilbeno em tecido cardiaco e cardiomioblastos.
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Abstract

This study was designed in order to analyze the effects of pterostilbene, a natural
polyphenol, in culture of cardiac myoblasts (H9c2 cells) and cardiac tissue, with the goal to
identify if this molecule can preventively modulate the key components of the intracellular
redox control in cardiac cells submitted to oxidative stress. Pretreatment with pterostilbene
was administered in H9c2 cells and homogenated cardiac tissue during a period of 24 h and
1 h, respectively, at doses of 25 yM and 50 uM. Immediately after, H9c2 cells were submitted
to hydrogen peroxide (H202, 6,67 uM, for 10 min), and cardiac tissue to hydroxyl radical
generator system (for 30 min). After incubations, cell viability, oxidative biomarkers, and
antioxidants components were determined in the cells and homogenated heart. Cell viability
increased in the dose of 50 uM pterostilbene (p<0.05). However, it was unable to protect the
cellular viability under stress condition. Also, pterostilbene did not modulate ROS production,
as well as the antioxidant enzyme activities (superoxide dismutase, glutathione peroxidase,
catalase). Nevertheless, pterostilbene increased sulfhydryl levels (3-fold, p< 0.05) in the
cells submitted to oxidative damage. In the cardiac tissue, oxidative stress biomarkers were
significant increased in the groups summited to oxidative damage (TBARS, carbonyls, and
ROS levels). Pterostilbene was able to reduce ROS levels (p<0.05) in the group submitted
to oxidative damage. Additionally, in the non-stressed group, peterostilbene increased SOD
activity. On the order hand, it was not able to modulate positively the antioxidant defenses
in the damaged tissue, as well as the lipid and protein oxidative damage. This study
demonstrated that pterostilbene seems to present a beneficial effect in a non-stressed
cardiac cells, but its effect was partial in protecting the cardiac cells and tissue against

oxidative damage.

Key words: pterostilbene; oxidative stress; cardiac myoblasts; cardiac tissue; antioxidant

enzymes; oxidative damage.
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Introduction
Cardiovascular diseases currently are among the major causes of death and disability
worldwide (Mathers, 2006). They are responsible for most of the deaths attributed to non-

transmissible diseases, and are closely related to oxidative stress (Ribeiro et al., 2012).

Oxidative stress is represented by an increased production of reactive oxygen and
nitrogen species (ROS and RNS), which causes oxidative damage to biomolecules.
Likewise, the accumulation of these species contributes to a disturbance in the homeostasis
of the prooxidant/antioxidant system in the body, contributing to development of many

diseases.

Antioxidant enzymes, such as superoxide dismutase - SOD, catalase - CAT, and
glutathione peroxidase — GPx, are present in the heart tissue, being the main responsible
for the defense mechanism against ROS and oxidative damage (Barbosa et al., 2010). On
the order hand, new antioxidant molecules have been implicated in playing important role

antioxidant, such as polyphenols derived from black fruits.

Pterostilbene is a polyphenol that belongs to the stilbene family, a dimethylated
analogue of the resveratrol. However, peterostilbene are significantly more bioavailable
when ingested, (Chabert et al., 2006). This substance is commonly found in black fruits (ex.
Blueberry, grape, plum, blackberry), and it has been considered as an intervention strategy
against development of diverse diseases (Estrela et al., 2013). This natural compound has
the capacity to increase the antioxidant defenses, as well as reduce the damage induced by
reactive species (ROS) (McCormack, 2013; Wu, 2010). In this point of view, the benefits of
pterostilbene are attributed to prevention of diseases, since it presents anti-inflammatory
and anticancer activity, leading to improvement of normal cellular function (McCormack,

2013). Regarding to cardiovascular system, Wang et al., have shown that pterostilbene
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presents anti-inflammatory action by inhibiting the pathway of TLR-4/NF-kB (Wang et al.,

2015).

Then, the proposal of the present study was to examine the pterostilbene effects on
the modulation of antioxidant defenses and oxidative stress biomarkers in cardiac myoblast
cells and cardiac tissue in vitro, pretreated with this natural compound, submitted to

oxidative damage.

Materials and methods

The experimental design was divided in experiment | (analyses in cell) and

experiment Il (analyses in tissue).

Experiment |

Cell culture: Cardiac myoblast lineage (cells H9c2 rat embryonic ventricular; purchased
from ATCC company) were cultured in DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% antibiotic-antifungal (penicillin
10,000 U/ ml, streptomycin 10,000 pug/mL, 25 pg/mL Fungizone®), incubated at 37°C with
5% COz2, 100% humidity. For experimental protocol, the cells were seeded as follow: 104
cells/well for the MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide) assay (96 well plate) and 8 x 10° cells/10 cm dish for enzyme assays. After
sowing, waited for a period of around 24 hours for the cells to reach the desired adherence
and confluency (Fernandes et al., 2014; Mallik et al., 2011; Shewchuk et al., 2010). After

the started experimental protocols with the incubation of substances.
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Cell viability: It was determined the viability of the cardiomyocytes by the MTT assay
(3- (4,5-dimethylthiazol- 2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide). After the adherence cells,
treatment was initiated the experimental groups. After 24 hours of incubation with different
doses the Pterostilbene was withdrawn and for 10 minutes and added H202 solution (6.66
HM). After this time pulled out the stress solution and added to the new medium, MTT
solution in each well (final concentration of MTT 10% (v/v)) which was incubated in contact
with the cells for a further 4 hours. At the end of incubation, the solution was aspirated. Was
added 0.05 mL DMSO per well in order to dissolve the crystals formed by the reaction. After
10 min of incubation, the absorbance was measured at 570 nm (650 nm wavelength

correction) in Zenyth reader 200rt (Biochrom Inc, UK) (Bryan et al., 2011)

Experimental groups: After analysis of cell viability, the experimental groups were
defined. Group 1 - DMEM: H9c2 cells in DMEM culture. Group 2 - H202: H9c2 cells with
oxidative stress induced by hydrogen peroxide (6,66 uM/L/10 min). Group 3 - P50 + H20z:
H9c2 cells with treatment Pterostilbene (50 uM/L/24 h) and oxidative stress induced by
hydrogen peroxide (6,66 pM/10 min - previously determined in the standardization of

culture).

The concentration of 50 uM of pterostilbene was determined by cell viability analysis,
where cells were exposed to changes the concentration of 50, 100, 150 uM. As the dose of
50 had greater cellular viability, this was the dose chosen for the other tests. For this

experiment, we use an N = 3 and the tests were: ROS, SOD, CAT, GPx, and sulfhydryl.
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Experiment I

Homogenized preparation of heart in vitro tests: Right and left ventricles of adult
(the project was submitted and approved by the Ethics Committee of the Federal University
of Rio Grande do Sul: registered by protocol number 29835). Wistar rats (n=5) were
homogenized for 40 seconds at Ultra-Turrax in the presence of RIPA 1:10 (5 ml/g of tissue)
and fluoride phenyl-methyl-sulfonyl (PMSF). Then, this homogenate was centrifuged for 10
minutes at 1000 g in the refrigerated centrifuge (4 °C) (Sorvall RC 5 B — Rotor SM 24) and
the supernatant removed to the treatment proposed (Llesuy et al., 1985).

Homogenized plus Pterostilbene and hydroxyl radical generation: Initially,
incubated with 500 pL of the supernatant homogenate of heart with 500 uL pterostilbene at
doses of 25 and 50 pM, for 1 hour at 37°C. Groups that did not have pterostilbene were
treated with distilled water in the same volume. After, it was induced the generation of
hydroxyl radical in order to stress the sample. Thus, groups of interest were added 10 pL of
FeClz, 10 pL of H202 and 100 pL ascorbic acids. Subsequently incubated for 30 minutes at

37°C according to protocol Halliwell et al (Halliwell, 1990).

Experimental groups: Group Control: heart tissue homogenate. Group P25: heart
tissue incubated with 25 uM of pterostilbene. Group P50: heart tissue incubated with 50 uM
of pterostilbene. Group Stress: heart tissue submitted to oxidative stress. Group - P25 +
Stress: heart tissue incubated with 25 uM of pterostilbene and submitted to oxidative stress.
Group - P50 + Stress: heart tissue incubated with 50 uM of pterostilbene and submitted to
oxidative stress. For this experiment, used an N = 5 and analyzed the following tests:

Carbonyls, TBARS, Nitrites, ROS, CAT, GPx, SOD, and sulfhydryl.

Pterostilbene preparation: The pterostilbene phytochemical (98%) was acquired
from Gamma (SP-Brazil). For better dissolution of the substance, developed a complex:

pterostilbene - cyclodextrin (Lacerda et al.- Unpublished data).
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After was solubilized in culture medium (DMEM) and administered through the
treatment at the doses of 50, 100, 150 uM for cells. For tissue was solubilized the complex
distilled water and administered through the treatment at the doses 25 e 50 uM (Dewi et al.,

2014).

Biochemical analysis

Determination of levels of total free radicals (ROS): The concentrations of free
radicals in the heart tissue and H9c2 cells were detected by Lebel protocol (1992) which
uses the reagent 2'-7'-diclorofluorescein diacetate (DCFH-DA) fluorescence

spectrophotometer (Perkin Imer) (McMullen et al., 2004).

The Dosage of reactive substances to thiobarbituric acid (TBA-RS): The
thiobarbituric acid reacts with lipid peroxidation products, among which we can mention the
malondialdehyde and other aldehydes. Therefore, we heat the homogenate in the presence
of thiobarbituric acid and measured by spectrophotometer forming a colored compound.

Results were expressed as umol de TBA-RS/mg protein (Buege, 1978).

Carbonyl Dosage: This technique is based on the reaction of oxidized proteins with
2,4-dinitro-phenyl hydrazine (DNPH) in acidic medium and a final incubation with guanidine.
Therefore, the absorbance of carbonyl was measured in a spectrophotometer at 360 nm.

The results were expressed as mg/protein (Reznick, 1994).

Nitrite analysis: Measured nitrite levels in cardiac tissue by Griess reaction
(sulfanilamide 1%, 0.1% naphthylethylenediamine, 2.3 mL 85% phosphoric acid) according
to the procedure described by Granger et al 1999. Total tissue nitrite was estimated at 540
nm from a standard curve of sodium nitrite (108 to 10-® mol/L). Results were expressed in

mmol/L (Granger, 1999).
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Measure of the activity of antioxidant enzymes: superoxide dismutase, catalase,

glutathione peroxidase.

Superoxide dismutase (SOD): This assay is based on the ability to inhibit the
autoxidation of pyrogallol by SOD present in the sample. It was used a buffer
solution (Tris base at a concentration of 50 mmol/L; EDTA 1 mmol/L, and HCI
to achieve pH 8.2), pyrogallol 24 mmol/L (in 10 mM hydrochloric acid) and the
catalase 30 mmol/L. The result was expressed as SOD unit per mg of protein
(Marklund, 1985).

Catalase (CAT): According to Aebi technique (1984), the cellular lysate was
added hydrogen peroxide and read it immediately in a spectrophotometer at
240 nm. The activity of the enzyme CAT is directly proportional to the rate of
decomposition of hydrogen peroxiddde, according to a kinetic of pseudo-first
order. The results were expressed as UCAT per mg/dL protein (Aebi, 1984).
Glutathione Peroxidase (GPx): GPx enzyme catalyzes the reaction of
hydroperoxides with reduced glutathione (GSH). The GPx activity was
determined by measuring the consumption of NADPH in the oxidation reaction
of GSH. The decrease of absorbance of NADPH at 340 nm was observed. The

results were expressed in nmol per minute per mg/ protein (Flohé, 1984).

Determination of sulfhydryl: The sulfhydryl groups were dosed by

spectrophotometry according to the method of Ellman (Ellman, 1959), modified by Hu

(1993). The concentration of sulfhydryl groups was determined using the molar extinction

coefficient of the TNB. Results were expressed as pmol/L.
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Dosage protein by the method described by Lowry: Proteins are quantitated by the
method described by Lowry et al. (1951), which defaults to a bovine albumin solution at a
concentration of 1 mg/ml. The measure will be realized in a spectrophotometer at 625 nm

and the results expressed in mg/mL (Lowry, 1951).

Animals and ethical approval

Male Wistar rats (200 £ 50 g) were obtained from the Central Animal House of the Federal
University of Rio Grande do Sul, Brazil. The rats were housed in plastic cages and received
pelleted food and water ad libitum. They were kept under standard laboratory conditions

(12-h light/dark cycle, controlled temperature of 22 C).

This project was submitted and approved by the Ethics Committee of the Federal

University of Rio Grande do Sul: registered by protocol number 29835).

Statistic analysis

Parameters were expressed as mean = SD for all groups. It realized analysis of
variance (one-way ANOVA) followed by post hoc Bonferroni to verify differences between
groups. The analyzes were performed using GraphPad Prism 6.0. It was considered

significant differences those with p <0.05.

Results

Determination Cell viability
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Cell viability was increased in the P50 group compared to other groups (control, P100,
and P150) (Figure 1). When H20:2 associate to the culture medium after 24 h pretreatment
with pterostilbene, had no significant difference in cell viability in P50 + H202 group
compared to the H202 group. In contrast, the viability of P50 + H202 group was decreased
as compared to the P50 group (Figure 1). Already P100 + H202 group had decreased

viability when compared with the H202 group, P50 + H202, and P50 (Figure 1) (p <0.05).

Parameter analysis of damage and oxidative stress

Determination of levels of total free radicals (ROS)

In the experiment with cell culture, we did not obtain significant differences in the
groups (DMEM, H202, and P50 + H2032) (Figure 2A). In homogenized cardiac tissue on the
other hand, ROS levels were increased in stress, P25 + stress, P50 + stress groups (7 fold,
14 fold and 10 fold) as compared: to control, P25 and P50, respectively. In addition, P25 +
Stress showed a decreased ROS levels (51% and 31%) as compared to Stress and P50 +

Stress groups, respectively, figure 2B (p<0,05).

Il. Reactive substances to thiobarbituric acid (TBA-RS) concentration

By analyzing TBARS, in the experiment with tissue homogenized groups with induced
stress (stress, P50 + stress and P25 + stress) showed an increase in TBARS levels when
compared to the groups: control (57%) and P50 (98%), which may be seen in figure 3

(p<0.05).

II. Carbonyl concentration measure
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Carbonyls were measured in the tissue homogenate. There was an increase 3 fold in

the stress group compared to the control group, which may be seen in figure 4 (p <0.05).

V. Nitrite analysis

Stress groups and P50 + stress behaved in order to increase the amount of nitrite in
the samples analyzed by 75% and 89% when compared to the groups: control and P50,

respectively (Figure 5) (p<0.05).

Analysis of antioxidants

Measure of the activity of antioxidant enzymes: superoxide dismutase, catalase,

glutathione peroxidase

The measurements of enzymatic antioxidant agents, we observed that in the
experiment with cell culture activity of SOD showed no significant difference between the
proposed groups. However, in the experimental analysis with tissue homogenized, groups
P25, P50, Stress showed an increased SOD activity of 93%, 84% and 98%, respectively,
as compared to the control group (Figure 6A and 6B) (p<0.05). Regarding to catalase levels,
in cells culture experiment, we observed an increase in groups H202 and P50 + H20:2 of 29%
and 51%, respectively, as compared to controls (Figure 6C). CAT activity, in tissue
homogenate, showed 4 fold decreased the stress group when compared to the control
group. CAT levels increased 2 fold in P50 group as compared to group P50 + stress and
P25 + stress group, and 3 fold as compared to the Stress group (Figure 6D) (p<0,05).
Treatment with pterostilbene showed no difference in glutathione peroxidase (GPx) in cells
culture, as shown in figure 6E (p <0.05). When analyzing the effect on homogenized heart,

GPx showed decreased by 24% and 68% in groups: Stress and P25, when compared to
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control. However, we achieved an increase of GPx of 60% in P50 group compared to the

group, P50 + Stress, which we observe in figure 6F (p <0.05).

Il. Determination of sulfhydryl

Analysis of non-enzymatic antioxidant, sulfhydryl showed that the cell experiment was
increased 2 fold in P50 + H202 group when compared to the H202 group. (Figure 7A). When
we analyze the experiment with homogenized cardiac tissue, we observed that the groups:
P25 +stress and P50 + Stress that sulthydryl had a 60% and 63% when compared to the

groups: P25 and P50, respectively (p<0.05) (Figure 7B).

Discussion

This study aimed to investigate the role of pterostilbene in cardiac cells in vitro and
in cardiac tissue in situ submitted to oxidative stress. It was observed that pterostilbene was
able to increase cellular viability and sulphydriles in cardiac cells. In the cardiac tissue,
pterostilbene decreases levels of ROS and increased SOD and CAT. However, this natural
compound was not able to modulated antioxidant enzymes on the similar form in both
experimental models (Figure 8).

This substance has been well studied in diseases such as cancer, diabetes, fungal
infections, among others and has shown significant and satisfactory effects, especially the
as antioxidant and anti-inflammatory (Estrela et al., 2013; Kosuru, 2016; Manickam et al.,
1997). However, the role of pterostilbene in cardiac has not been investigated in an oxidative

stress condition (cardiac cells and cardiac tissue homogenate in vitro).

The oxidative stress environment was induced through H20:2 incubation on culture
cells of cardiomyoblast. In this same sense, the stressed environment was induced in

cardiac tissue by hydroxyl radical generation (Halliwell, 1990). The present condition was
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able to cause oxidative stress as observed by the increase of ROS, TBA-RS and carbonilas,

especially, in the cardiac tissue.

Analyzing cellular viability, we found that the substance increased viability in the
lower dose (50 uM), tending the pterostilbene be dose-dependent. Nevertheless, dose of
100 uM did not induce significant elevation in viability. In addition, when H202 was added to
cell culture, the viability of 100 uM + H202 group was reduced when compared to 50 pM +
H202 and the H202 groups. Previous studies have also shown that the beneficial action of
pterostilbene in cells may be dose-dependent. Pan et al (2014) analyzed pterostilbene in
breast cancer cells and found that cell viability decreased with increasing the concentration
of the substance. However, such study used doses lower than those applied in this paper
(2 uM, 3.75 uM, 7.5 pM, 15 uM, 30 pM and 60 pM) (Pan, 2014). Differently of our study
whose main focus was study the role of pterostilbene on healthy cells cardiac. Possibly,
breast cells and heart may react differently in relation to substance.

Our results also showed that the pterostilbene is not associated to cellular damage
in the cardiomyoblast and heart tissue on low doses. We analyzed markers of lipid damage
as TBA-RS that is generated during oxidative stress. Although we have not observed
reduction in the TBARS in our experiments, in groups subjected to stress, Lameiro et. Al
(2012) found a significant decrease in TBARS in experiments with Wistar rats, showing
action pterostilbene. Moreover, we observed a reduction of the nitrites in the cardiac tissue
analysis in P25 + stress group pterostilbene meaning that at low doses, protected heart
tissue.

In contrast, the groups that were treated with pterostilbene at doses of 25 yM and
50 uM, in both cases - cells and tissue - observed that the oxidative damage markers, as
TBA-RS and ROS, were stable and did not undergo change. Moreover, it is important to

note that the group treated with 25 uM of pterostilbene and stress induced (P25 + Stress)
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showed diminished ROS levels, implying that, in low doses, pterostilbene can be
cardioprotetive.

Heart tissue cells have a great number of enzymatic antioxidant agent, being
elevation of the activity of these markers can be an interesting strategy for maintaining the
redox balance in situations of increased oxidative stress (Halliwell, 2012). SOD is
responsible for an important defense against superoxide anions. The experiment with cells
did not show difference in the SOD. However, our results showed a significant increase in
SOD in cardiac tissue groups pterostilbene-treated. It is possible that pterostilbene has
action a protective antioxidant by modulation of SOD in cardiac cells. Chiou et al.
demonstrated increased SOD activity, in colon cancer cells treated with pterostilbene
(Chiou, 2011), the same profile of SOD levels was observed by Wu (2010), in rat liver tissue
(Wu, 2010). On the other hand, Wang et al. observed a reduction in SOD in renal tissue by
action pterostilbene (Wang et al., 2015).

Catalase and glutathione peroxidase are also important antioxidant enzymatic
agents in order to protect organism against oxidative stress. Our findings demonstrate
increased CAT activity in the P50 and P25 + stress groups, in cardiac tissue model. The
pterostilbene played relevant role on CAT activity, since this molecule has precluded the
stress-induced reduction of this enzyme, according our model. Likewise, in the cells culture
the P50 + H202 group showed increased levels. Pari and Satheesh also found a significant
increase in CAT in liver of diabetic rats treated with pterostilbene. This is an important result,
since diabetes tends to decrease antioxidant enzymes (Pari, 2006). The increase in the CAT
seems interesting, especially because our results showed a decrease of GPx in the stressed
tissue groups. It is known that GPx acts as an antioxidant defense in low-stress levels and,

on the other hand, CAT is stimulate high levels of stress (Skarbek, 2014; Wassmann, 2006).
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Catalase is directly involved in the defense of cells and tissue, participating with an important
role in the development of tolerance to oxidative stress.

Regarding to non-enzymatic defenses dosage the sulfhydryl, our results
showed a decrease in the stressed groups in tissue with pterostilbene (P25 + P50 + stress
and stress), which may indicate that non-enzymatic defenses may be affected. Moreover,
sulfhydryl, cell experiment, increased significantly in the treatment group and H202 (P50 +
H202), this result could suggest that the pterostilbene in cells, would be acting to lead to an
increase of endogenous stress in order to increase the threshold cells. Thus, we observe a

more rapid response in cells when compared to experiment with tissue.

Conclusion

Taken together, our results point that pretreatment with pterostilbene seems to be
promising, since there is a positive redox response, not only of healthy cardiomyoblast, but
also healthy cardiac tissue. Not with standing, in oxidative environment, the pterostilbene
induced antioxidant effect was different between cardiomyoblast and cardiac tissue.
According to our results, pretreatment with this polyphenol led to better antioxidant response
on heart homogenate than on cell culture. Therefore, in this way, more studies are need,
such as in vivo studies, in order to further increase the system complexity and understand
the substance fully, since the antioxidant markers increased in the cell experiment and tissue

were not the same.
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Fig. 1. Cell viability analyses. Colorimetric MTT assay in H9c2 cardiac cells pretreated with pterostilbene (50
UM — P50, 100 pM - P100) before incubation with hydrogen peroxide (H202). AU on de “y” axis means Arbitrary
Units. Values are expressed as mean + SD.; 8 independent experiments. One-way ANOVA. DMEM = control
H9c2 cells without interventions. Comparisons between groups were made using the Bonferroni test. Where *

vs. all other groups, # vs. H202, P50 + H20:2 groups, ** vs. DMEM and P100 groups, $ vs. P100 group, p<0.05.

39



FIGURE 2
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Fig. 2. Oxidative stress determined by total ROS levels. (A) In H9c2 cardiac cells pretreated with pterostilbene

(50 puM — P50) before incubation with hydrogen peroxide (H202). Values are expressed as mean = SD; 3

independent experiments. (B) Cardiac tissue in vitro pretreated with pterostilbene (25 e 50 uM) during a period

of 1 hour, before oxidative damage induced by hydroxyl radical generator system. Values are expressed as

mean + SD; 5 independent experiments. One-way ANOVA. Comparisons between groups were made using

the Bonferroni test. Where * vs. Control, P25 and P50 group, # vs. Stress, P50+Stress, P25 and P50 groups,

** ys.P25 and P50 groups (p<0,05)..
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FIGURE 3
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Fig. 3. Lipid peroxidation measured by determination of TBARS in homogenates of right and left ventricle rat,
submitted treated with pterostilbene (25 uM — P25 e 50 uM — P50) during a period of 1 hours, before oxidative
damage induced by hydroxyl radical generator system. Values are expressed as mean + SD; 5 independent
experiments. One-way ANOVA. Comparisons between groups were made using the Bonferroni test. Where *

vs. Control and P50 groups, # vs. P50 group (p <0.05).
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FIGURE 4
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Fig. 4. Protein oxidative damage determined by Carbonyls groups in homogenates of ventricle rat, submitted
treated with pterostilbene (25 pM — P25 e 50 uM — P50) during a period of 1 hours, before oxidative damage
induced by hydroxyl radical generator system. Values are expressed as mean = SD; 5 independent
experiments. One-way ANOVA. Comparisons between groups were made using the Bonferroni test. Where *

vs. Control group (p<0.05).
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Fig. 5. Analysis of Nitrites by determination in homogenates of right and left ventricle rat, submitted treated
with pterostilbene (25 uM — P25 e 50 uM — P50) during a period of 1 hours, before oxidative damage induced
by hydroxyl radical generator system. Values are expressed as mean = SD; 5 independent experiments. One-
way ANOVA. Comparisons between groups were made using the Bonferroni test. Where * vs. Control group,

# vs. P25 and P50 groups (p<0.05).
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Fig. 6. Analysis of enzymatic antioxidant defenses by measuring superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT)
and glutathione peroxidase (GPx). (A) SOD, (C) CAT, (E) GPx In H9c2 cardiac cells treated with pterostilbene
(50 puM — P50) during a period of 24 hours, before incubation with hydrogen peroxide. Values are expressed
as mean = SD; 3 independent experiments. One-way ANOVA. Comparisons between groups were made using
the Bonferroni test. (C) Where * vs. Control group (p<0.05). (B) SOD, (D) CAT, (F) GPx In homogenates of
right and left ventricle rat, submitted treated with pterostilbene (25 uM — P25 e 50 uM — P50) during a period
of 1 hours, before oxidative damage induced by hydroxyl radical generator system. Values are expressed as
mean + SD; 5 independent experiments. One-way ANOVA. Comparisons between groups were made using
the Bonferroni test. (B) Where: * vs. control group (p<0.05). (D) Where * vs. Control and P25 + Stress group,

** vs. P50 group (p<0.05). (F) Where * vs. Control group and ** vs. P50 group (p<0.05).
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Fig. 7. Analysis of antioxidant defenses non-enzymatic by measuring levels of sulfhydryl. (A) In H9c2 cardiac
cells treated with pterostilbene (50 uM) during a period of 24 hours, before incubation with hydrogen peroxide.
Values are expressed as mean = SD. 3 independent experiments. One-way ANOVA. Comparisons between
groups were made using the Bonferroni test. Where * vs. H202 group (p<0.05). (B) In homogenates of right
and left ventricle rat, submitted treated with pterostilbene (25 pM — P25 e 50 uM — P50) during a period of 1
hours, before oxidative damage induced by hydroxyl radical generator system. Values are expressed as mean
+ SD; 5 independent experiments. One-way ANOVA. Comparisons between groups were made using the

Bonferroni test. Where * vs. P25 and P50 groups (p<0.05).
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Fig.8. Action of pterostilbene to increasing cell survival and balance redox system. Pterostilbene is increasing

enzymatic antioxidant defenses and non-enzymatic, enhances cell survival. Also, concomitantly, decreases

pro-oxidizing agents, reducing cell death / damage.
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Discusséao

O presente estudo propds investigar a acado do pterostilbeno como potencial
cardioprotetor contra dano oxidativo. Os efeitos antioxidante e anti-inflamatorio desta
substancia sdo considerados satisfatorios em doencas como cancer, diabetes e micoses.
(31, 51, 52). Em células cardiacas e em homogeneizado de tecido cardiaco in vitro, no
entanto, o0 mecanismo protetor do pterostilbeno ainda permanece pouco explorado. Deste
modo, objetivou-se analisar a a¢do antioxidante do pré-tratamento com pterostilbeno ndo
sobre somente cardiomioblastos (em cultura de células), mas também em tecido cardiaco
com células adultas submetidos ao dano oxidativo. A alteracdo da homeostase redox foi
estabelecida de duas maneiras distintas: incialmente, por meio da incubagéo com peréxido
de hidrogénio (no modelo de cultura de cardiomioblastos); posteriormente, pela geragcéo do
radical hidroxil em homogeneizado de tecido cardiaco, conforme meétodo descrito por

Halliwell e colaboradores (49).

Nossos resultados demonstraram que o pterostilbbeno aumentou a viabilidade, na
menor dose administrada (50 uM), no experimento com células, corroborando com os
achados de Pan e colaboradores (2014), os quais, também observaram a diminuicdo da
viabilidade celular ao aumentar a concentracdo da substancia. Estes autores, entretanto,
analisaram pterostilbeno em células cancerigenas da mama as quais tém metabolismo
muito diferente quando comparadas com células saudaveis (53). Dados da literatura
também mostram que a acdo benéfica do pterostilbeno, em células, pode ser dose-
dependente. Estes estudos, entretanto, utilizaram doses inferiores as nossas (2, 3,7, 7,5,
15, 30 e 60 uM) (54). Porém, estes achados foram em células malignas, e o nosso estudo
foi baseado na utilizacdo de células sadias, submetidas ao pterostilbeno previamente ao
dano. As diferentes respostas a acao do pterostilbeno podem ser parcialmente explicadas

pelos diversos e distintos modelos experimentais estudados. Pterostilbeno também né&o
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levou ao aumento significativo na viabilidade quando acrescentamos H202. Observamos
uma diminui¢cdo na viabilidade quando comparamos o0s grupos com dose de 50 uM sem
estresse com os submetidos ao estresse. Diante dos resultados obtidos, pode-se inferir que
o efeito do pterostilbeno, em células higidas, parece néo ser lesivo aos cardiomioblastos e

ao tecido cardiaco adulto em baixas concentracoes.

Com relacdo aos marcadores de dano oxidativo a lipidios e proteinas, analisamos
TBA-RS e carbonilas, respectivamente, gerados durante o processo oxidativo celular. No
nosso estudo, estes marcadores aumentaram apenas nos grupos estressados, indicando
gue o0 os métodos de inducdo ao dano oxidativo foram plenamente efetivos. Do mesmo
modo, os niveis de nitritos e ERO total também apresentaram aumento significativo nos
grupos estressados, reforcando a efetividade dos modelos de estresse desenvolvidos neste
estudo. Apesar de nao termos observado diminuicdo de TBA-RS em nossos experimentos,
LAMEIRO et al (2012) encontraram diminui¢ao significativa do TBA-RS em experimentos
com ratos Wistar, demostrando uma acéao protetora do pterostilbeno contra dano oxidativo
a lipideos (55). Além disso, quando observamos os resultados de nitritos, podemos notar
uma diminuicao do grupo 25 uM + stress o que pode inferir uma protecao do pterostilbeno,
visto que o modelo de estresse ao qual este foi submetido tem por principio a oxidagéo do
ferro e, assim, a formacéao de nitritos. Por este aspecto, a substancia protegeu o tecido da

formacdao de nitritos.

Em contrapartida, nos grupos que foram tratados apenas com pterostilbeno nas
doses de 25uM e 50uM, em ambos os casos — células e tecido — observamos que o0s
marcadores de dano oxidativo se mantiveram estéveis, ndo sofrendo alteracdo. Ainda, é
importante salientar que o grupo tratado com 25uM de pterostilbeno e com estresse
induzido (grupo: P25+Stress) mostrou uma diminuigdo na dosagem de ROS total, inferindo

gue em doses baixas, o pterostilbeno pode ser eficaz.
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Células e tecido cardiaco possuem uma variedade de agentes antioxidantes
enziméticos. A SOD é responsavel por um importante sistema de defesa contra anios
superoxido. Funciona reduzindo esses radicais em H202 (56). Nosso experimento
apresentou um aumento significativo na atividade da SOD, em tecido cardiaco, dos grupos
tratados com pterostilbeno. Tanto nos grupos estressados quanto naqueles que possuiam
apenas o pterostilbeno. No entanto, no experimento com células ndo observamos aumento
da atividade da SOD, a qual se manteve igual ao controle. Chiou et al. 2011 também
observaram um aumento da atividade da SOD, com pterostilbeno em células de cancer de
célon (57), o mesmo que foi observado por Wu et. al 2010, em figados de ratos (58). Por
outor lado, Wang et al 2015, observaram uma diminuicdo da atividade da SOD em seus
estudos com cortex renal de ratos (37). E possivel que pterostilbeno tenha, juntamente com
0 estresse, induzido o aumento da SOD, ja que 0S grupos que possuiam apenas a
substancia também produziram um aumento desta enzima. Podendo, assim, sugerir uma
possivel acdo do efeito hormético, ou seja, a inducdo do estresse a fim de estimular acao
enddgena antioxidante.

Catalase e GPx também sao agentes enzimaticos antioxidantes importantes para
protecdo do organismo frente ao estresse oxidativo. A catalase é uma defesa eficaz quando
as células sédo desafiadas a elevadas concetracdes de perdxido de hidrogénio, em uma
condicao de alto nivel de estresse oxidativo (56). Ela é especialmente importante quando
atividade da GPx esta limitada ou reduzida (56). Nossos achamos demosntraram um
aumento na CAT, no experimento em tecido, no grupo tratado com a dose de 50 pM sem
estresse associado e no grupo P25+stress e, nas ceélulas, no grupo P50+H202. Este
aumento da CAT parece relevante, especialmente, porque nossos dados mostraram
diminuicdo da GPx nos grupos estressados do experimento com tecido. Sabe-se que GPx,

diferentemente da CAT, atua como defesa antioxidante em niveis de baixo de estresse (59).
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Dessa forma, a catalase pode estar desempenhando um papel importante no
desenvolvimento de tolerancia ao estresse oxidativo, sendo assim, uma resposta adaptativa
ao estresse gerado. Pari and Satheesh (2006) também encontraram aumentos
significativos na CAT nos figados de ratos diabéticos tratados com pterostilbeno, resultado
importante, visto que a diabetes tende a diminuir essas enzimas (60).

Com relacéo aos componentes de defesa ndo-enziméticos das células analisamos
as sulfidrilas. Nossos resultados mostraram diminuig&o nos grupos estressados, em tecido,
com pterostilbeno (P25+stress e P50+stress), podendo este dado indicar que as defesas
ndo-enzimaticas ndo estejam sendo estimuladas pelo pterostilbeno. Por outro lado,
sulfidrilas, no experimento celular, aumentaram significativamente no grupo com tratamento
e H202 (P50+ H202). Este resultado sugere que o pterostilbeno, em células, estaria agindo
de forma a levar a um aumento de estresse enddgeno a fim de aumentar o limiar das
células. Assim, observa-se uma resposta mais rapida nas células quando comparado ao

experimento com tecido.
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Conclusao

Mediante os resultados obtidos podemos concluir que o pterostilbeno em
tratamentos in vitro, sem associacdo com estresse, teve acao benéfica, pois este aumentou
as defesas antioxidantes enziméticas como a SOD (homogeneizado) e CAT (células e
homogeneizado). A substancia, entretanto, ndo conseguiu reverter os efeitos de dano
oxidativo de forma integral, mas quando observamos os grupos submetidos ao estresse
tratados com 25 uM de pterostilbeno ocorre reducdo de relevantes parametros pro-
oxidativos. Por outro lado, em decorréncias das diferentes respostas, das células isoladas
e do tecido cardiaco, a acdo do pterostilbeno, sédo necessarios mais estudos, como estudos
in vivo, a fim de aumentar a complexidade do sistema e entender a acdo da substancia de

forma plena.
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