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RESUMO

A leséo renal aguda (LRA) é caracterizada por um rapido e potencialmente reversivel
declinio na funcao renal; no entanto, o tratamento atual da LRA néo é especifico e
estd associado a cuidados de suporte limitados. Considerando a necessidade de
novas abordagens terapéuticas, acreditamos que o extrato hidroalcodlico de folhas de
Eugenia uniflora (pitanga) por possuir propriedades antioxidantes, pode ser benéfico
para o tratamento da LRA induzida por isquemia/reperfuséo renal (I/R).

O extrato hidroalcodlico de folhas de Eugenia uniflora (200mg/kg, oral) ou veiculo
(salina 0,9%) foram administrados a ratos Wistar anteriormente a inducao da isquemia
renal bilateral (45 minutos). Apds 24 horas de reperfusdo, os clearances de inulina e
paraminohipurato foram realizados para determinar a taxa de filtragdo glomerular
(TFG), o fluxo plasmatico renal (FPR), o fluxo sanguineo renal (FSR) e a resisténcia
vascular renal (RVR). A producdo de anion superoxido, peroxido de hidrogénio,
peroxinitrito, radical hidroxil, atividade das enzimas oxidantes e antioxidantes e
apoptose nos rins foram avaliados por citometria de fluxo. As avaliagcdes da expressao
das enzimas antioxidantes foram realizadas através da técnica de Western blot.

A I/R resultou em TFG, FPR e FSR diminuidos e aumentou a RVR, porém, estes
parametros foram melhorados em ratos que receberam o extrato. O tratamento com
extrato de Eugenia uniflora resultou em diminuicdo no estresse oxidativo e aumento
da atividade e das expressbes das enzimas antioxidantes e uma diminuicdo da
apoptose nos rins de ratos submetidos a I/R.

Nossos dados mostraram que o extrato hidroalcoodlico de folhas de Eugenia uniflora
possa ser capaz de prevenir ou atenuar a perda de funcédo renal induzida pela
isquemia reperfuséo através da diminuicéo do stress oxidativo e apoptose, fornecendo
assim informacdes valiosas que poderao subsidiar a incorporacao de fitoterapicos no
SUS.



ABSTRACT

Acute kidney injury (AKI) is characterized by a rapid and potentially reversible decline
in renal function; however, the current treatment of AKI is not specific and is associated
with limited supportive care. Considering the need for new therapeutic approaches, we
believe that the hydroalcoholic extract of leaves of Eugenia uniflora (pitanga) because
of its antioxidant properties, may be beneficial for the treatment of RAl induced by renal

ischemia / reperfusion (I / R).

Hydroalcoholic extract from Eugenia uniflora leaves (200mg / kg, oral) or vehicle (0.9%
saline) was administered to Wistar rats prior to the induction of bilateral renal ischemia
(45 minutes). After 24 hours of reperfusion, clearances of inulin and
paraminothiazurate were performed to determine the glomerular filtration rate (GFR),
renal plasma flow (RPF), renal blood flow (RBF) and renal vascular resistance (RVR).
The production of superoxide anion, hydrogen peroxide, peroxynitrite, hydroxyl radical,
activity of oxidant enzymes and antioxidants and apoptosis in the kidneys were
evaluated by flow cytometry. Evaluations of the expression of the antioxidant enzymes

were performed by the Western blot technique.

I/ R resulted in reduced TFG, FPR and FSR and increased RVR, but these parameters
were improved in rats receiving the extract. Treatment with Eugenia uniflora extract
resulted in a decrease in oxidative stress and an increase in the activity and expression
of antioxidant enzymes and a decrease in apoptosis in the kidneys of rats submitted
tol/R.

Our data showed that the hydroalcoholic extract of leaves of Eugenia uniflora may be
able to prevent or attenuate the loss of renal function induced by ischemia reperfusion
through the reduction of oxidative stress and apoptosis, thus providing valuable
information that may subsidize the incorporation of herbal medicines into SUS .
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1) INTRODUCAO

1.1 Leséao renal agua

A lesado renal aguda (LRA) possui como caracteristica o declinio da taxa de
filtracdo glomerular (TFG) e retencédo de residuos de compostos nitrogenados.
(SINGH et al., 2012). Outras manifestacdes clinicas e laboratoriais incluem a
diminuicdo da producdo de urina (nem sempre presente), acumulo de
metabdlitos &cidos e aumento de sddio e potassio no plasma.(BELLOMO;
KELLUM; RONCO, 2012) O prejuizo resultante da LRA é a incapacidade dos
rins desenvolverem suas funcbes como: manutencdo do equilibrio
hidroeletrolitico, controle da osmolaridade e dos volumes dos compartimentos
corporais, manutencdo do equilibrio acido-base e das func¢des enddcrinas.
(BARROS, 2013).

Devido ao desenvolvimento de estudos na area de nefrologia, foi adotado para
definicdo de insuficiéncia renal aguda o termo “lesdo renal aguda” (LRA).
(BELLOMO; KELLUM; RONCO, 2012). Ainda, de acordo com KDIGO Clinical
Practices Guideline for Acute Kidney Injury, é caracterizada uma lesao renal
aguda quando o paciente apresenta um aumento de creatinina sérica maior que
0,3 mg/dL em 48 horas, ou aumento da creatinina sérica em mais 1,5 vezes o
valor basal em menos de 7 dias, ou volume urinario menor que 0,5ml/Kg/h em 6
horas (KELLUM et al., 2012)

A LRA pode provocar um dano continuo dos rins, portanto existem critérios de
classificacdo para os diferentes estagios da doenca. Assim, o método de
classificacdo mais recente e utilizado na clinica é o de Kidney Disease Improving
Global Outcomes (KDIGO) (tabela 01) o qual é baseado na combinacdo de

critérios de varios métodos ja aplicados na clinica com algumas modificagdes.
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Tabela 1: Classificacdo da LRA de acordo com os critérios KDIGO. Adaptado
de“KDIGO Clinical Practices Guideline for Acute Kidney Injury”, 2012.

Estagio Creatinina Plasmética Producéo de Urina

1 1,5 a 1,9 vezes o basal ou aumento <0,5 mL/kg/h por 6-12
20,3 mg/dL horas

2 2,0 a 2,9 vezes o basal <0,5 mL/kg/h por 212
horas

3 3,0 vezes o basal; ou aumento 20,4 <0,3 mL/kg/h por 224

mg/dL; ou se <18 anos, TFG <35 horas ou anuria por 212

ml/min/1,73 mz2; ou inicio da terapia de horas

substituicdo renal

A LRA é uma doenca com grande incidéncia em pacientes hospitalizados ao
redor do mundo. Nos Estados Unidos a incidéncia de LRA nos hospitais
aumentou de 4,9% para 7,2% em 17 anos (NASH; HAFEEZ; HOU, 2002), ja na
Australia um estudo de coorte demonstrou uma incidéncia de 18% dessa doenca
com uma piora do estado de saude do paciente evoluindo para 6bito (UCHINO
et al., 2006). Segundo estudo feito por Ricci e Ronco, a LRA possui uma
incidéncia de 0,25% na populacédo geral, de 18% em pacientes hospitalizados e
de 30 a 60% em pacientes em estado critico (RICCI; RONCO, 2012). Ja outro
estudo evidencia que LRA acomete um de cinco adultos e um de trés criancas
hospitalizadas com doencas agudas.(REWA; BAGSHAW, 2014)

Apesar dos dados epidemiolégicos serem de paises desenvolvidos, a LRA é
cada vez mais reconhecida como um fator de morbidade, mortalidade e prejuizo
econdmico principalmente para paises em desenvolvimento (LI; BURDMANN;
MEHTA, 2013). Nos paises em desenvolvimento, a LRA comporta-se de forma
bimodal. Nos grandes centros urbanos e modernos os padrbes dos pacientes

com essa doenca sdo semelhantes aos pacientes dos paises desenvolvidos:
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possui predominancia de uma doenca adquirida em hospital em pacientes com
insuficiéncia multiorganica sendo a principal causa da LRA a isquemia renal
associada por sepsies ou por drogas nefrotoxicas. Ja nas areas rurais ou cidades
menores a LRA esta associada com uma doenca adquirida na comunidade
acometendo jovens previamente saudaveis. Entre as doengas que podem levar
um dano renal pode-se destacar: doencas infecciosas (maléaria, dengue, febre
amarela, leptospirose, tétano e virus da imunodeficiéncia humana), venenos
animais (cobras, abelhas, aranhas Loxosceles, lagartas Lonomia), aborto,
corantes e medicamentos naturais. Todas essas doencas estdo associadas a
pobreza a qual esta ligada a falta de saneamento basico, precariedade na
educacado e na caréncia no acesso de infraestrutura urbana adequada e ainda,
uma dificuldade ao acesso aos servicos de saude.(LI; BURDMANN; MEHTA,
2013; LOMBARDI et al., 2008)

No Brasil, um estudo realizado no hospital escola do municipio de Sao Paulo
entre os anos de 2005 a 2006 apresentou 76% dos pacientes com LRA, sendo
esses submetidos a tratamento dialitico de hemodidlise nas UTIs (SECCO;
CASTILHO, 2007). Os o6bitos devido a LRA possuem numeros expressivos.
Segundo DATASUS, em 2015 o Brasil apresentou uma mortalidade de 4.525
pacientes sendo as regides nordeste (1.238) e sudeste (1.951) com os maiores
casos de oObitos. (BRASIL DATASUS, 2015).

Assim, a LRA possui um grande impacto na saude, sendo ela um fator de
morbidade e mortalidade para os pacientes internados bem como promovendo
um aumento de custos econdmicos advindos de um aumento do tempo de

internacdo elevando os gastos com recursos de saude.

1.1.1 Fisiopatologia

A LRA é um processo multifatorial dentre os quais pode-se destacar a isquemia
e reperfusdo, caracterizado por uma diminuicdo do fluxo sanguineo para o rim,
seguido de uma restauracao do fluxo e do suprimento de oxigénio. Essa restricao

de fluxo sanguineo promove uma diminuicdo da oferta de oxigénio e o
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fornecimento de nutrientes aos néfrons e o aumento da demanda energética com
deplecdo de ATP. Como consequéncia dessas acdes, ocorre o acumulo
intracelular de calcio e de espécies reativas de oxigénio, infiltracdo de células
inflamatdrias e ativacdo de vias apoptéticas. (MAKRIS; SPANOU, 2016;
ZAHRAN et al., 2015b)

A organela que mais é atingida pela diminuicdo dos niveis de oxigénio é a
mitocondria. Portanto, estruturas como tabulos contorcidos proximais sdo mais
sensiveis a lesdo renal do que outros seguimentos do néfrons pois essas
estruturas sdo mais dependentes do ATP mitocondrial. (WEINBERG, 1991).
Ainda, com o esgotamento do ATP, ocorre o prejuizo do funcionamento da
bomba Ca?*/ATPase a qual é responsavel pela retirada do excesso de calcio
citosolico. O acumulo desse ion no citoplasma ativa fosfolipases e proteases
promovendo um aumento ainda na permeabilidade da membrana, com
consequente influxo maior de Ca?* para os compartimentos citoplasmaticos e

mitocondriais, levando a lesao celular irreversivel. (TUCCI JR. et al., 2005)

Assim como a isquemia gera danos graves ao funcionamento renal, a reperfuséo
também participa de maneira significativa na LRA pois, durante a fase de
reperfusdo ocorre a producdo das espécies reativas de oxigénio (ERO) que
promovem a peroxidacao lipidica gerando assim danos na membrana celular.
Além disso, as EROs podem causar danos oxidativos em proteinas e no DNA
contribuindo para apoptose e morte celular. Além disso, na LRA ocorre um
downregulation das enzimas antioxidantes, o que pode ser responsavel pelo
aumento da leséo renal. Ainda no processo de isquemia/reperfusédo, ocorre um
aumento da expressdao da enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iINOS).
Trabalhos demonstram quem o aumento dessa enzima agrava ainda mais a
lesédo renal aguda. (KORKMAZ; KOLANKAYA, 2013; MALEK; NEMATBAKHSH,
2015)

Outra via que participa na patogénese da LRA é o sistema renina angiotensina.
A ativacao desse sistema promove o aumento da angiotensina Il, piorando a
leséo renal pois causa um aumento na constricdo dos vasos renais e uma
elevacdo da sensibilidade vascular a estimulacdo simpética, além de gerar
estresse oxidativo e induzir a apoptose. (IWAI; HORIUCHI, 2009; KIM et al.,
2012)
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Devido ao processo de lesédo renal aguda ser multifatorial a atuagdo da via
inflamatoria também contribui para o avanco da doenca pois, varios tipos
celulares desempenham um papel importante na sua fisiopatologia. A inflamacéo
que acontece durante a LRA esta envolvida com um aumento de citocinas pro-
inflamatdrias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e
interleucina-6 (IL-6), cuja producdo € induzida pelo infiltrado mononuclear e
pelas células endoteliais. Também ocorre um grande aumento da sintese de
leucotrienos e da atividade da ciclooxigenase. (MALEK; NEMATBAKHSH, 2015;
PATEL et al., 2004)

O processo de apoptose que acontece na LRA em parte é devido a fragmentacao
de DNA, entretanto, a acdo das vias inflamatérias também contribui para o
avanco da apoptose a qual pode ocorrer de duas formas. Pela via intrinseca,
estresses intra ou extracelulares geram sinais que interagem com membros anti
ou pré-apotéticos da mitocdndria, reduzindo a permeabilidade da membrana e
levando a liberacdo do citocromo ¢ e outros fatores indutores de apoptose
ativando as caspases. Pela via extrinseca, a ligacao de fatores especificos, como
o TNF-a, a superficie celular ativa a cascata de caspases, levando a morte
celular. (PRICE; SAFIRSTEIN; MEGYESI, 2009; SABBAHY; VAIDYA, 2011).

O manejo atual da lesé@o renal aguda é néo especifico e associado a cuidados
de suporte limitados, assim estudos de novas abordagens sdo necessarios
(FURUICHI et al., 2012). Atualmente a prevencdo € a melhor maneira de
melhorar os resultados em pacientes criticos com disfuncao renal. Entre estas
formas de prevencdo podemos citar 0 uso de cristaloides isotonicos para
expansao de volume intravascular em pacientes de risco com lesédo renal aguda
e 0 uso de vasopressores em conjunto com fluidos em pacientes com choque

vasomotor com risco de lesdo renal aguda.
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1.1.2 Manejo clinico da LRA

Na clinica, a melhor maneira de aprimorar os resultados dos pacientes criticos
com disfuncgéo renal € a prevencao. Entre as formas de prevencgdo podemos citar
0 uso de cristaloides isotonicos para expansdo de volume intravascular em
pacientes de risco com LRA e o0 uso de vasopressores em conjunto com fluidos
em pacientes com choque vasomotor com risco de LRA. (KELLUM; LAMEIRE,
2013). O uso de diuréticos de alca era muito empregado na clinica como forma
de prevencdo pois acreditavam que poderia reduzir o trabalho metabdlico os
tubulos e ainda diminuir a concentracdo de toxinas nos tubulos. (STAR, 1998)
Um outro estudo demonstrou que os diuréticos seriam usados como forma de
tratamento e ndo prevencao da LRA pois eles poderiam gerenciar a sobrecarga
de volume e otimizar o equilibrio 4cido-base e a homeostase de eletrdlitos.
(“KDIGO Clinical Practices Guideline for Acute Kidney Injury”, 2012; RICCI;
RONCO, 2012). Entretanto, dados epidemiologicos sugerem que os diuréticos
de alca podem aumentar a mortalidade de pacientes portadores de doencas
graves com LRA. Em 2013 a “KDIGO Clinical Practices Guideline for Acute
Kidney Injury” sugeriu ndo utilizar os diureticos de alca para tratamentos de LRA
exceto nos casos de manejo de sobre carga de volume. (KELLUM; LAMEIRE,
2013)

Outros farmacos com potencias acdes terapéuticas no tratamento da LRA
seriam os vasodilatadores, como dopamina e fenoldopam. Apesar destes
farmacos ja terem sido utilizados na clinica como forma de tratamento para a
LRA, alguns estudos demonstraram a existéncia de efeitos adversos. O Guia de
Praticas Clinicas para Lesdo Renal Aguda recomenda o abandono do uso destas
drogas vasodilatadoras exclusivamente para tratamento e prevencdo da
LRA.(“KDIGO Clinical Practices Guideline for Acute Kidney Injury”, 2012;
KELLUM; LAMEIRE, 2013)

Os peptideos natriuréticos também poderiam ser terapias interessantes para o
tratamento da LRA uma vez que sédo bons vasodilatadores. Entretanto, o dado
da literatura sobre o uso desses farmacos é contraditorio. Sendo assim, o Guia
de Préticas Clinicas para Lesdo Renal Aguda recomenda nao utilizar esse
farmaco para tratamento e nem prevencao da LRA. (KELLUM; LAMEIRE, 2013)
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Diversas drogas para tratar a LRA tém sido testadas nos ultimos anos, como por
exemplo teofilina e o fator de crescimento semelhante a insulina-1, porém sem
sucesso e nenhuma medicacdo especifica esta disponivel na pratica clinica,
sendo necesséria a pesquisa de novos farmacos que possam efetivamente tratar
a doenca.(KELLUM; LAMEIRE, 2013)

1.2 Eugenia uniflora

O uso de plantas com acado terapéutica tem origem histérica sendo utilizada
como chas, tinturas e outras formulacdes e seu conhecimento popular passado
verbalmente. (BALUNAS; KINGHORN, 2005) Uma parte dos medicamentos
comercializados no mundo s&o de origem de produtos naturais. Entre os anos
de 2001 a 2002 um quarto dos medicamentos mais vendidos mundialmente eram
obtidos de fontes naturais (AGARWAL et al., 2009) .

Diante do enorme potencial de descoberta de farmacos ante os produtos
naturais, em 2008 o Ministério da Saude lancou a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), se embasando em uma lista de
espécies vegetais com uso consagrado ja nos servicos de saude, no
conhecimento popular e em estudos quimicos e farmacoldgicos. Essas espécies
tém alto potencial de gerar produtos de interesse ao SUS e por isso, avangar nas
etapas da cadeia produtiva (BRASIL, 2012).

A Eugenia uniflora é uma planta amplamente distribuida no Brasil e em alguns
paises da América do Sul e tem sido utilizada na medicina popular para tratar
uma série de desordens (PIO CORREA; PENA, 1984; SIMOES, 1998). Tem
como nome popular Pitangueira, Cerejeira-brasileira, Ginja, Pitanga-branca,
Pitanga-do-mato, Pitanga-résea, Pitanga-roxa, Pitangueira-miuda, Pitangueira-
vermelha, Pitanga-vermelha, Pitangueira-comum, dentre outros (TATIANA S.
FIUZA, MARIA HELENA REZENDE, SIMONE M. T. SABOIA-MORAIS, MARIA
TERESA F. BARA, LEONICE M. F. TRESVENZOL, 2008).

O género Eugenia € um dos maiores da familia Myrtaceae, com mais de 500
espécies, das quais cerca de 400 encontram-se no Brasil e assumem destaque
especial por serem utilizadas como plantas medicinais. Acredita-se que E.
uniflora tenha sido introduzida na medicina empirica pelos indios Guaranis no

século XV (Alonso, 1998). Infusbes das folhas desta planta sdo usadas como
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anti-hipertensivo e diurético (AMAT; VAJIA, 1991) bem como para o tratamento
de desordens digestivas (BANDONI et al.,, 1972; RATERA, E.E., RATERA,
1980), como antipirético e antirreumatico (ALICE et al., 1991).

A Eugenia uniflora (Pitangueira), apresenta-se na forma de arvore semidecidua
ou arbusto, atingindo de 4 a 10 m de altura, copa estreita, de tronco liso de cor
pardo clara. Suas folhas sdo simples, cartaceas, de 3 a 7 cm de comprimento,
com aroma caracteristico.(TATIANA S. FIUZA, MARIA HELENA REZENDE,
SIMONE M. T. SABOIA-MORAIS, MARIA TERESA F. BARA, LEONICE M. F.
TRESVENZOL, 2008)

A) B)

Figura 1: A) Pitangueira que foi coletada as folhas B) frutos da pitangueira —
Fonte: arquivos pessoais do autor

Seus frutos sdo comestiveis, sendo muito apreciada e conhecida no Brasil. Tem
seu uso muito disseminado na medicina popular, porém sua investigacao
quimica realizada até entdo € muito limitada. Devido as propriedades benéficas
a saude atribuidas as folhas, o estudo foi realizado pelas mesmas, pois estas ja
séo largamente utilizadas na medicina popular para inimeras patologias. Além
disso, acdes benéficas tais como atividade anti-inflamatéria, hipotensora,
diurética, inibidora do aumento de triglicerideos séricos e da glicose estdo sendo
estudadas. (BAGETTI et al., 2011). Além disto, compostos fitoquimicos

presentes na Pitanga, como antocianinas, carotendides e polifendis
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desempenham varias atividades benéficas a satude, como o combate a doencas
cardiovasculares e ao cancer.

Alguns estudos tém confirmado as bases farmacoldgicas para o uso popular da
Eugenia uniflora (Myrtaceae). Estudos ja demonstraram que diferentes extratos
de Eugenia uniflora melhoram a hiperglicemia e hipertrigliceridemia em
camundongos (ARAI et al., 1999), além de ter atividade sobre o metabolismo
lipidico (FERRO et al., 1988). Também foi demonstrado que a planta tem
propriedades diuréticas (SCHAPOVAL et al., 1994) e atividade inibitoria sobre a
xantina-oxidase (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987). Com relagdo as
propriedades anti-inflamatérias desta planta, esta parece possuir efeitos
benéficos sobre a inflamacéo. Extratos de folhas de Eugenia uniflora apresentam
alta propriedade anti-inflamatoria (SCHAPOVAL et al., 1994) e o suco da pitanga
€ capaz de reduzir a producdo de IL-8 em células epiteliais de gengiva (JOSINO
SOARES et al., 2014). De acordo com estes dados, a utilizacdo de outras plantas
do mesmo género, como a Eugenia punicifolia e Eugenia jambolana também
parecem exercer atividade anti-inflamatéria (BASTING et al.,, 2014; EL-
SHENAWY, 2009).

As plantas do género Eugenia também parecem ser capazes de reduzir
apoptose e o stress oxidativo. Um estudo realizado por Ghosh et al (2016)
demonstrou que a Eugenia jambolana reduziu a apoptose normalizou a
expressao de Bax, Bcl-2, caspase-9, caspase-3 e catalase em ratos diabéticos.
(GHOSH et al., 2016) Estudos in vitro demonstraram que a polpa da fruta de
Eugenia jambolana protegeu as células contra os danos ocasionados pelo
tratamento com peroxido de hidrogénio. A melhora incluiu aumento na expressao
da glutationa peroxidase e capacidade antioxidante total, além de reduzir a
expressdo de moléculas envolvidas no processo apoptotico, como caspase-3,
caspase-8, Fas e caspase-9 (GARCIA MDEL; GODOY; CELUCH, 2013).
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2) JUSTIFICATIVA

O presente estudo se da pela importancia clinica e epidemiolégica da leséo renal
aguda no contexto das doencas renais e pela auséncia de terapias efetivas que
possam prevenir e/ou tratar e/ou retardar a progressdo desta doenca.
Considerando que a Eugenia uniflora parece reduzir o stress oxidativo, a
inflamacédo e apoptose, fatores estes que estdo diretamente envolvidos na
progressdo da leséo renal aguda, acreditamos que a utilizacdo do extrato de
Eugenia uniflora possa ter efeitos benéficos sobre esta doenga.

Portanto, a elucidagcéo dessas propriedades da Eugenia uniflora, pode fornecer
informacdes valiosas que poderdo subsidiar a incorporacéo de fitoterapicos no
SUS, e contribuir com o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos pela
populacdo brasileira. Além disso, o uso racional de plantas medicinais pode

constituir uma terapia coadjuvante ou preventiva para as doencas renais



21

OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar o efeito do tratamento com o extrato hidroalcodlico de Eugenia

uniflora em ratos Wistar com LRA

Objetivo Especifico

e Realizar a identificacao fitoquimica qualitativa do extrato vegetal

e Avaliar se o extrato hidroalcodlico de Eugenia uniflora é capaz de
prevenir/atenuar a lesdo renal aguda induzida pela isquemia
reperfusdo renal através da determinacdo de parametros de fungéo e
hemodinamica renal, tais como taxa de filtracdo glomerular, fluxo
plasmatico e sanguineo renal e resisténcia vascular renal;

e Verificar se 0 extrato aquoso de Eugenia uniflora previne/atenua o
aumento do stress oxidativo induzido pela isquemia reperfusao renal;

e Avaliar o potencial anti-apoptotico do extrato aguoso de Eugenia

uniflora;
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4.0 METODOLOGIA

4.1 Coleta do material vegetal e preparo do extrato

As folhas de Eugenia uniflora foram coletadas de plantas adultas e sadias. Uma
exsicata da porcao feértil foi armazenada no Herbario Central da UFES (VIES)
para documentacdo. Apés coleta, o material vegetal foi submetido a secagem
em estufa de ar circulante a 45°C, durante 7 dias. O material desidratado foi
pulverizado em moinhos de facas para producédo de um po, o qual foi submetido
ao processo de extragcdo por remaceracdo em etanol 95% (1:5 p/v, 75h, 3
repeticdes). A mistura foi filtrada em papel filtro e as solucfes extrativas foram
concentradas sob presséo reduzida e liofilizados até a obtencdo de um extrato

seco.
4.2 Prospeccdao fitoquimica do extrato

ApOs a extragdo, a solugdo extrativa foi concentrada sob pressao reduzida no
rotaevaporador (Heidolph, Laborota-4000), em temperatura inferior a 50 °C. Em
seguida, transferido para vidro tarado e submetido a liofilizacao (Liotop, L101)
para completa remocdo de 4gua e residuos de solvente organico. Os extratos
obtidos permaneceram armazenados em freezers, constituindo um banco de
extratos no DFN/CCA-UFES.

O extrato obtido foi inicialmente submetido a prospeccéo fitoquimica qualitativa,
a fim de obter informacOes preliminares acerca dos principais grupos de
metabdlitos secundarios presentes (MATOS, 2009; WAGNER; BLADT,;
ZGAINSKY, 1984). Foram pesquisadas a presenca de compostos fendlicos,
realizada por meio de reacdo de complexacdo de FeCl3; Flavonoides, através
da reacdo de Shinoda (presenca de acido) e de Pew (para pesquisa da presenca
de diidroflavonol); Taninos, pelos testes com gelatina, acetato de chumbo
(pesquisa de taninos hidrolisaveis) e acetato de cobre (taninos condensados);
Cumarinas pela reacdo com KOH; Terpenos, Glicosideos Cardiotdnicos e
esteroides, reacdo com acido fosforico (Pesez) e Kedde; Alcaléides com
reagente de Mayer e Wagner e por ultimo Saponinas.
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4.3 Animais experimentais

Neste estudo foram utilizados Wistar, machos (80-100g), fornecidos pelo biotério
do Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas da Universidade
Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas
e estaveis em biotério (temperatura 220 C, umidade de 50-70% e ciclo claro-
escuro de 12/12horas) e tiveram livre acesso a agua e racao. A criacdo e o
manuseio de animais foram realizados de acordo com as normas estabelecidas
pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIO) e sociedades de
biologia e fisiologia experimentais. O protocolo experimental foi aprovado pelo

Comité de Etica no Uso de Animais sob o nimero 73/2016
4.4  Grupos experimentais
O presente estudo contou com 0s seguintes grupos experimentais:

a) Sham + veiculo (Sham+VC): animais que receberam o veiculo do extrato
de Eugenia uniflora (salina + Twin 1%, 1mL), por gavagem, durante 28
dias e foram submetidos a cirurgia sham ao fim do tratamento.

b) Sham + Eugenia uniflora (Sham+EU): animais que receberam o
tratamento com o extrato aquoso de Eugenia uniflora (200mg/Kg peso
corporal), por gavagem, durante 28 dias e foram submetidos a cirurgia
sham ao fim do tratamento.

c) Lesao renal aguda + veiculo (I/R+VC): animais que receberam o veiculo
do extrato de Eugenia uniflora (salina + Twin 1%, 1mL), por gavagem,
durante 28 dias e foram submetidos a cirurgia para inducdo da LRA ao
fim do tratamento.

d) Lesao renal aguda + Eugenia uniflora (I/R+EU): animais que receberam o
tratamento com o extrato aquoso de Eugenia uniflora (200mg/Kg peso
corporal), por gavagem, durante 28 dias animais e foram submetidos a

cirurgia para indugéo da LRA ao fim do tratamento.
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4.5 Inducéo dalesao renal aguda

A inducédo da lesdo renal aguda foi realizada através da cirurgia de isquemia
reperfusao renal. Para tanto, os animais foram anestesiados com ketamina (91
mg/kg) e xilazina (9,1 mg/kg) por via intraperitoneal e posicionados em decubito
dorsal. Apos a tricotomia foi realizada uma incisdo abdominal e a artéria renal foi
exposta e amarrada com linha cirargica, interrompendo suprimento de sangue
aos rins. Apos 45 minutos de isquemia bilateral a linha foi removida e o fluxo
sanguineo para os rins, reestabelecido (BETZ et al., 2012a; SIVARAJAH, 2003).
Em sequéncia, a camada muscular e a incisdo cutanea foram suturadas. Os
animais do grupo Sham foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico,
exceto pela ligadura da artéria renal.

ApGs a cirurgia, 0s animais receberam injecdo subcutanea de 1 mL de NaCl 0,9%
para prevenir desidratacdo e mantidos em observacdo até se recuperarem da
anestesia (BETZ et al., 2012a)

4.6 Protocolo de Funcéo Renal

Vinte e quatro horas apés o inicio da reperfusdo renal ou cirurgia Sham, a
determinacao dos parametros de taxa de filtragcdo glomerular, fluxo plasmatico e
sanguineo renal e resisténcia vascular renal foi realizado utilizando-se o
clearance de inulina e para-aminohipurato. Para tanto, os animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/Kg i.p.) e tiveram sua traquéia
cateterizada (PE-240) para facilitar a respiracao. A artéria carétida direita (PE
50), a veia jugular esquerda (PE 50) e bexiga (PE 320) dos animais foram
cateterizadas para coleta de sangue, infusdo de inulina e para-aminohipurato e
coleta de wurina, respectivamente. O volume urinario foi determinado
gravimetricamente. Os animais foram infundidos durante o experimento com
uma solucgéo salina isotdnica com manitol a 3% a uma velocidade de 0,06 mL/min
mediante uma bomba de infusdo continua. Apos a preparagédo do animal foi
administrada por via intravenosa uma dose prime de inulina e paraaminohipurato
(30mg/100g de peso corporal de inulina e 0,6mg/100g de peso corporal de PAH)

e apos este procedimento, teve inicio a infusdo de manutencdo destas
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substancias. Apos um periodo de estabilizagdo de 30 minutos, foram realizados

4 periodos de coleta de urina de 30 minutos, seguidas por coletas de sangue.

A determinacdo dos valores plasméticos e urinarios de inulina foi realizada
atraves da utilizacdo do método modificado de Fuhr (1955) e a quantificacdo dos
valores plasmaticos e urinarios de paraaminohipurato foi realizada através do
método modificado de Fuhr (FUHR; KACZMARCZYK; KRUTTGEN,
1955).Utilizando-se do fluxo urinério e quantificacdo dos valores plasméticos e
urinarios de inulina e para-aminohipurato, foram calculadas as suas taxas de
depuracéo, que refletem a taxa de filtragdo glomerular (TFG) e o fluxo plasmatico
dos animais (FPR), respectivamente segundo a seguinte férmula:

([Xu] )?P[Fu])

Cl = P

Onde:

e Cl = clearance da substancia (inulina ou PAH) normalizado pelo peso
corporeo do animal;

e X, =concentracdo da substancia na urina;

e X, = concentragao da substancia no plasma;

e F, = fluxo urinario;

e P =massa corporal do animal (kg).

Um capilar heparinizado foi preenchido de sangue para quantificacdo do
hematdcrito, o que permitiu o calculo do fluxo sanguineo renal (FSR) através da
férmula: FSR = FPR/(1-hematdcrito).

Durante o tempo supracitado, a pressao arterial média dos animais (PAM) foi
continuamente registrada através da utilizacdo de um transdutor de presséo
conectado a um sistema de aquisicdo de dados. A resisténcia vascular renal
(RVR) foi entdo determinada matematicamente através da lei de Ohm, onde a
RVR = PAM/FSR.

1)
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4.7 Isolamento de células renais

Células renais foram isoladas conforme técnica padronizada (DIAS et al., 2014;
FOLKMANN; LOFT; M@LLER, 2007) e utilizadas posteriormente nas analises
por citometria de fluxo. Para tanto, os rins foram perfundidos com solugéo de
Krebs-Hepes, coletados, divididos em coértex e medula, triturados com uma
tesoura cirargica e incubados em solucéo de extracdo contendo 25% de Tripsina
em EDTA por 30 minutos a 37°C para dissociagdo das células. Logo depois o
extrato de células foi filtrado através de uma membrana de nylon (BD falcon 70
pMm) para remover os residuos celulares e as amostras foram lavadas em tampao
fosfato salino (PBS) para remocao das enzimas. As células foram armazenadas
a -80°C em solucdo contendo 5% de dimetilsulféxido (DMSO) em soro fetal

bovino (SFB) até posterior anélise.

4.8 Deteccdo de espécies reativas de oxigénio

A analise de ROS foi realizada por citometria de fluxo conforme descrito
anteriormente (CAMPAGNARO et al., 2013; TONINI et al., 2013). Dihidroetidio
(DHE) e diacetato de 2'7’diclorofluoresceina (DCF-DA) foram usados para
detectar anion superoéxido (¢O2-) e peroxido de hidrogénio (H202) intracelular,
respectivamente. Devido a sua capacidade de penetrar livremente as
membranas celulares, o DHE é amplamente utilizado para monitorar a producéo
de *O2-. Apés reagao com *O2-, o DHE é oxidado formando etidio, um produto
fluorescente vermelho que se liga ao DNA e amplifica o sinal de fluorescéncia.
O DCF-DA é um indicador de producédo de H202 néao fluorescente, e quando
oxidado no interior da célula converte-se a forma fluorescente que permanece
presa na célula.

DHE (160 uM) e DCF-DA (20 mM) foram adicionados a suspenséo de células
(106 células) e incubados a 37°C por 30 minutos, no escuro, para estimar as
concentragbes intracelulares de <O2- e H20. Como controle positivo, as
amostras foram tratadas por 5 minutos com 10 yM de doxorrubicina ou 50 mM

de H202 para criar estresse oxidativo sem causar toxicidade as células, e como



27

controle negativo, as células foram incubadas com etanol. As células foram,
entdo, lavadas, ressuspendidas em PBS, e os niveis de ROS foram analisados
imediatamente por citometria de fluxo (FACSCanto Il,Becton Dickinson, San
Juan, CA). Os dados foram analisados usando o software FACSDiva (Becton
Dickinson) e a sobreposicéo de histogramas, construida usando o software FSC
Express. Para quantificacdo da fluorescéncia do DHE e DCF, as amostras foram
adquiridas em duplicata e 10000 eventos foram utilizados em cada medicéo. As
células foram excitadas a 488 nm e as fluorescéncias do DHE e DCF foram
detectadas usando, respectivamente filtros de 585/42 e 530/30. Os dados foram

expressos como média geométrica da intensidade de fluorescéncia.
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4.9 Deteccdo de espécies altamente reativas de oxigénio

Espécies altamente reativas de oxigénio, como o radical hidroxila (*OH) e anion
peroxinitrito (ONOO-), foram seletivamente detectadas pela
hidroxifenilfluoresceina (HPF) conforme técnica descrita (SETSUKINAI et al.,
2003). Primeiramente, 106 células renais foram incubadas com HPF (10 uM) a
37°C por 30 minutos no escuro. Como controle positivo, as amostras foram
tratadas com 100 uM de nitroprussiato de sodio e 10 uM de doxorrubicina. As
células foram lavadas, ressuspendidas em PBS e analisadas por citometria de
fluxo (FACSCanto II,Becton Dickinson, San Juan, CA). Os dados foram
analisados usando o software FACSDiva (Becton Dickinson) e a sobreposicao
dos histogramas construidos usando o software FCS Express (De Novo). Para
quantificacdo da fluorescéncia do HPF, amostras foram adquiridas em duplicata
e 10000 eventos foram utilizados em cada medida. As células foram excitadas a
488 nm, a fluorescéncia foi detectada usando um filtro de 530/30 e os dados

foram expressos como média geométrica da intensidade de fluorescéncia.

4.10 Deteccao de 6xido nitrico

Para estimar a quantidade de éxido nitrico (NO) intrarrenal 2 yM do marcador
fluorescente 4,5-diaminofluoresceina-2/diacetato (DAF-2/DA) foram adicionados
a suspensdo de células (106) e incubados a 37°C por 180 minutos no escuro.
Como controle positivo, as amostras foram tratadas com 100 uM de
nitroprussiato de sddio. Em seguida, as células foram lavadas, ressuspendidas
em PBS e imediatamente analisadas no citbmetro de fluxo (FACSCanto
[I,Becton Dickinson, San Juan, CA) (SCHACHNIK et al., 2009). Os dados foram
analisados usando o software FACSDiva (Becton Dicknson) e a sobreposicéo de
histogramas construida usando o software FCS Express (De Novo). Para
quantificacdo da fluorescéncia do DAF as amostras foram adquiridas em
duplicata e 10000 eventos foram usados em cada medida. As células foram
excitadas a 488 nm, a fluorescéncia detectada usando filtro de 530/30 e os dados

expressos como média geométrica da intensidade de fluorescéncia.
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4.11 Determinacdo dos niveis das enzimas antioxidantes por WESTERN
BLOT

A andlise da expressdo proteica foi determinada pelo método de Western
Blotting. As amostras foram homogeneizadas em um tampéao de lise contendo
(em mmol/l) 150 NaCL, 50 Tris-HCL, 5 EDTA.2Na, 1 MgCI2 mais inibidor de
protease (Sigma Fast: Sigma). A concentragcdo proteica foi determinada pelo
método de (Lowry & Rosebrough, 1951) utilizando albumina de soro bovino
(BSA) como padrao. Quantidades iguais de proteina (50 pg), foram submetidas
a eletroforese (25mA por gel para separacdo) em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) a 10%. Em seguida as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose durante periodo de 2:40 a 60V em um sistema de blotting tmido.
Apos a transferéncia, foi realizado o bloqueio da membrana com TBS-T + leite
5% (molico desnatado) por 2:30 horas e em seguida lavada por 3 vezes com
TBS-T por 5 minutos seis vezes. As membranas foram incubadas por 2 horas
com anticorpos monoclonais de rato para a catalase (CAT; 1:2000; Sigma fast,
EUA), os anticorpos policlonais de coelho para superoxido dismutase (SOD-2;
1:500; Sigma rapidos, USA). Apos a lavagem das membranas com TBS-T, as
mesmas foram incubadas com anti-mouse IgG (1:1000, Inc. Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA). As mesmas membranas foram usadas para
determinar a expressao [(-actina utilizando um anticorpo monoclonal de mouse
para B-actina (1:5000; Sigma Chemical CO, St. Louis, EUA), e os resultados
foram calculados utilizando a relacdo entre a densidade das proteinas de
interesse corrigidas pela intensidade da proteina utilizada como controle ([3-
actina). Para a deteccao da ligacao proteina-anticorpo foi realizada a incubacéo
das membranas com ECL para geracdo de sinal fluorescéncia enzimatica e
depois foram analisadas em ChemiDoc Imaging Systems (Bio-Rad Laboratories,
Inc.). Os sinais de imunoblot foram quantificados utilizando o software Bio-Rad

Image Lab
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4.12 Avaliacdo das vias pro-oxidantes e antioxidantes

Para avaliar a contribuicdo das principais vias oxidantes para o desenvolvimento
e manutenc¢ao dos altos niveis de EROs, foram realizados bloqueios especificos
de vias envolvidas na producao de EROs e avaliacédo por citometria de fluxo. Da
mesma forma, trés principais enzimas antioxidantes foram avaliadas, com o
objetivo de verificar o balango entre a sintese e a remocdo de EROs. Para
determinar a contribuicdo de cada via, foram utilizados os seguintes bloqueios :
apocinina na concentracédo de 600uM por 10 minutos para avaliar a influéncia da
NAD(P)H oxidase; clotrimazol 100 uM por 10 minutos para avaliar a CYP450 e
alopurinol 100 uM por 10 minutos para avaliar a participagdo da xantina oxidase
na producao de ROS (DE SOUZA PINTO et al., 2012; MCNALLY et al., 2003).
Para avaliacdo da capacidade antioxidante, a SOD foi inibida com a droga
dietilditiocarbamato (DDC) a 500 uM por 16 horas, a catalase foi bloqueada por
2 horas com 20 mM de 3-AT e a GPx foi inibida com o acido mercaptossuccinico
na concentracao de 0,05nM por 2 horas. (DUMAY et al., 2006; FRANCO et al.,
2009; UEDA et al., 2003). Decorrido este tempo, as células foram novamente
marcadas, no escuro, com DHE e DCF, por 30 min a 37°C para posterior

aquisicao dos dados no citbmetro de fluxo.

4.13 Avaliacdo da Apoptose

As células apoptéticas foram quantificadas pela dupla marcagdo com anexina V-
FITC e iodeto de propidio (IP) usando kit de deteccdo de apoptose (Becton
Dickinson, San Juan, CA, USA). Para isso, células renais (5x105) foram lavadas
duas vezes com PBS, 2 ul de anexina V-FITC e 2 pl de IP foram adicionados e
vortexados. As células foram incubadas por 15 minutos em temperatura
ambiente (25°) no escuro. Por fim, as células foram analisadas no citdmetro de
fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson). Células marcadas com Anexina V-/IP+
foram reconhecidas como necréticas, marcadas com Anexina V+/IP+
reconhecidas como apoptose tardia, e marcadas com Anexina V+/IP-

reconhecidas como apoptose inicial (MONGA et al., 2013).
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414 Analise estatistica

Os valores esté@o expressos como média + EPM. A comparacéo estatistica entre
os diferentes grupos foi realizada por analise de variancia (ANOVA) de 2-vias,
seguida pelo post hoc de Tukey. Para a analise de correlacao entre apoptose e
producdo de ROS foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Pearson. A
significancia estatistica foi mensurada usando o modelo de regresséo linear. A
andlise estatistica foi feita usando o software Prisma (Prism 6, GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). Valores de p<0,05 foram considerados

como estatisticamente significantes.
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5.0 RESULTADOS

5.1 Etapa Botanica

O material vegetal selecionado foi constituido de folhas da Eugenia uniflora (EU).
Realizou-se a coleta no turno da manha (das 8 as 10h), em 30 de junho de 2016,
a partir de plantas adultas localizadas no sitio Bom Sucesso dos Coqueiros. As
coordenadas geograficas de localizacédo destas plantas correspondem a: latitude
de -20.8833 e longitude de -41.5333. A identificacdo do material vegetal oi
realizada pela professora Dr2. Juliana Aparecida Severi, da Universidade Federal
do Espirito Santo. ApoOs a realizacédo da coleta, o material dotado de flores foi
reservado para a confeccao de exsicatas e estas foram depositadas no Herbario

da UFES para documentacao, sob o nimero VIES-30550.

5.2 Etapaquimica

Na etapa quimica foi realizada a prospeccédo fitoquimica através de testes
qualitativos com o objetivo de indicar a presenca dos principais compostos
presentes nas folhas. Dessa forma foi identificado os seguintes compostos

descritos na tabela 02.

Tabela 2: Prospeccao fitoquimica qualitativa do extrato obtido das folhas de E.
uniflora (EU).

Classe de composto Ensaio Resultado
Compostos Fendlicos FeCls 5% +
Flavonoides AICl3 5% +
Shinoda +
Pew +
Taninos Gelatina 2% +
Pb(AcO) +
Cumarinas KOH 10% -
Terpenoides Lieberman-B. +
Pesez +
Glicosidios cardiotdnicos Kedde -
Saponinas Agitacéo +
Alcaldides Mayer e -

Bouchardat




33

Avaliacédo da Funcéo Renal

5.2.1 Taxade Filtragcdo Glomerular

A Figura 2 mostra os resultados do clearance de inulina, que representa a TFG.
O tratamento com EU n&o alterou o clearance de inulina no grupo Sham EU (6,8
+ 0,3 mL/min/Kg), quando comparado com o grupo Sham veiculo (VC) (7,5 +0,5
mL/min/Kg). Como esperado a I/R resultou em diminuicdo da TFG (2,9 = 0,1
mL/min/Kg, p<0,05 vs. grupos sham), e a administracdo de EU anteriormente a
inducao da I/R melhorou significativamente este parametro (6,6 £ 0,8 mL/min/Kg,
p<0,05 vs. IR VC).
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Figura 2: Taxa de filtracdo glomerular avaliada pelo clearance de inulina nos grupos
Sham VC (n=5), Sham EU (n=5), I/R VC (n=5), I/R EU (n=7).*p<0,05 vs. grupos sham;
& p<0,05vs. I/IRVC



34

5.2.2 Fluxo plasmaético renal

Os resultados do clearance de PAH, que representa o FPR, sdo mostrados na
Figura 3. O clearance de PAH nao foi afetado pelo tratamento com EU no grupo
Sham (VC: 24,5 + 0,7 vs. EU: 21,6 £ 2,9 mL/min/Kg). No entanto, a inducéo da
I/R no grupo I/R VC reduziu o FPR (4,4 £ 0,6 mL/min/Kg, p<0,05 vs. grupos
sham), que se apresentou melhorado no grupo I/R que recebeu EU (15,0 £ 2,0
mL/min/Kg, p<0,05 vs. IR VC).
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Figura 3 : Fluxo plasmatico renal avaliado pelo clearance de PAH nos grupos Sham VC
(n=5), Sham EU (n=>5), I/R VC (n=5), I/R EU (n=7). ).*p<0,05 vs. grupos sham; & p<0,05
vs. /IR VC;.
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5.2.3 Fluxo sanguineo renal

Para o célculo do fluxo sanguineo renal foram utilizados os valores de
hematécrito medidos durante o protocolo de funcdo renal, que né&o foi
significativamente diferente entre os grupos (Sham VC: 0,39 + 0,017; Sham
EU:0,39 + 0,023; /R VC 0,37+ 0,018 e I/R EU: 0,39 £ 0,008). Portanto, o padrao
de resposta do FSR foi semelhante ao do FPR, sem diferengas entre os animais
Sham (VC: 26,3 + 3,0 vs. EU: 29,3 + 7,0 mL/min/Kg p< 0,05) e com uma melhora
induzida pela EU no FSR do grupo I/R (VC: 7,6 £ 0,9 vs. EU: 29,1 + 4,2
mL/min/Kg p< 0,05). Os resultados do FSR sdo mostrados na Figura 4
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Figura 4: Fluxo sanguineo renal nos grupos Sham VC (n=5), Sham EU (n=5), I/R VC
(n=5), I/R EU (n=7). ).*p<0,05 vs. grupos sham; & p<0,05 vs. I/R VC.
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5.2.4 Resisténcia vascular renal

A RVR encontra-se representada na Figura 5. Observou-se um aumento da RVR
no grupo I/R tratado com veiculo (21,8 £ 5,9 a.u.) quando comparada com 0s
grupos Sham VC (4,6 £ 0,7 a.u.) e Sham EU (5,7 = 2,0 a.u.). Novamente, o
tratamento com EU apresentou um efeito positivo sobre a hemodinamica renal,
diminuindo a RVR nos animais I/R EU (4,5 £ 1,1 a.u).

w
o
]

1 vc
T H cEu

N
o
1

=
o
1

&
T

S &

Resisténcia Vascular Renal (a.u.)
o

Figura 5: Fluxo plasmaético renal avaliado pelo clearance de PAH nos grupos Sham VC
(n=5), Sham EU (n=5), I/R VC (n=5), I/R EU (n=7). ).*p<0,05 vs. grupos sham; # p<0,05
vs. /R VC.



37

5.3 Avaliacao do Estresse Oxidativo

5.3.1 Anion Supero6xido

A andlise do anion superdéxido foi realizada por citometria de fluxo usando o
marcador fluorescente DHE. A Figura 6 demonstra a quantificacdo da producao
de anion superoxido renal dos animais Sham e I/R. No coértex renal (A), nenhuma
alteracéo na fluorescéncia do DHE foi observada (Sham VC: 389,7 + 20; Sham
EU: 378,8 £ 22; I/R VC: 470 = 15; I/R EU: 357 + 39 u.a.). Na medula renal (B) os
animais I/R tratados com veiculo apresentaram um aumento na producdo do
anion superoxido (503,12 + 33 u.a.) quando comparado com 0s grupos Sham
(VC: 344,52 £ 23; EU: 332,2 + 13 u.a.). Porém, o aumento na fluorescéncia do
DHE foi atenuado no grupo I/R EU (370,69 £ 27 u.a.).
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Figura 6: Producéo de &nion superoxido. Quantificagdo da produgéo de anion superéxido no
Cértex (A) e Medula (B) renal nos grupos Sham VC (n=5), Sham EU (n=5), I/R VC (n=5) e
I/R EU (n=6).*p<0,05 vs. grupos sham; & p<0,05 vs. I/R VC.



5.3.2 Perdéxido de hidrogénio

A quantificacédo do peroxido de hidrogénio foi feita por citometria de fluxo usando
o DCF (Figura 7). No cortex renal (A), a I/R (Sham VC: 509,38 + 34; I/R VC: 756,7
*+ 34u.a.) e o tratamento com EU (Sham EU: 511,24 + 74 I/R EU: 569,3 £ 77 u.a.)
ndo afetaram a producdo de peroxido de hidrogénio. Novamente, na medula
renal (B), a I/R resultou em aumento da fluorescéncia do DCF (Sham VC330,84
+ 51 vs. I/R VC: 571,1 £ 62 u.a.). A administracdo de EU por via oral ndo
modificou a producdo de perdxido de hidrogénio nos animais Sham (360 + 47
u.a.), mas preveniu o aumento da fluorescéncia do DCF no grupo I/R (377,5 £

26 u.a.).
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Figura 7: Producédo de peréxido de hidrogénio. Quantificacao da producao de peroxido de
hidrogénio no Cértex (A) e Medula (B) renal. Quantificacao da produgcéo nos grupos Sham
VC (n=5), Sham EU(n=5), /R VC (n=5) e I/R EU (n=7) na medularenal. ).*p<0,05 vs. grupos

sham; & p<0,05 vs. I/R VC.
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5.3.3 Radical hidroxila e &nion peroxinitrito

A producao de peroxinitrito e hidroxila foi calculada usando a fluorescéncia do
HPF no cortex e medula renal (Figura 8). A quantificacdo do HPF demonstra que
o tratamento com EU n&o exerce nenhum efeito sobre a produgéo de peroxinitrito
e hidroxila no cortex renal (VC: 494,9 + 32 vs. EU: 451,26 + 72 u.a. vs I/R VC:
538,6 = 58 vs I/R EU: 381,1 + 33). Porém, a I/R aumentou a fluorescéncia do
HPF medular (568,2 + 48 u.a. vs VC: 389,2 + 10 p<0,05), e o tratamento com EU
nestes animais resultou na reducao da producao de peroxinitrito e hidroxila no
rim (403,8 £ 17u.a.).
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Figura 8: Producdo de peroxinitrito e hidroxila. Quantificagdo da producdo peroxinitrito e
hidroxila no Cértex (A) e Medula (B) renal. Quantificacdo da produg&o nos grupos Sham
VC (n=5), Sham EU (n=5), I/R VC (n=5) e I/R EU (n=7) na medula renal. ).*p<0,05 vs.
grupos sham; & p<0,05 vs. I/R VC.
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5.3.4 Avaliacéo do sistema antioxidante no tecido renal

Afim de entender se o sistema de enzimas antioxidantes participa no processo
de reducdo de EROs avaliamos trés principais enzimas antioxidantes
(superoxido dismutase — SOD, catalase e glutationa peroxidase). N0ssos
achados demonstram que o nos animais SHAMs com ou sem o tratamento com
a EU possuem atividade enzimatica normais para as trés enzimas bloqueadas.
No entanto, nos animais que sofreram a isquemia reperfusdo ocorre um prejuizo
da atividade do sistema enzimatico, no qual o tratamento com EU foi capaz de

reverter esse prejuizo encontrado nos animais com isquemia reperfusédo
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Figura 9: Avaliacdo da capacidade enzimatica antioxidante de células renais. Do lado
esquerdo, os graficos mostram os efeitos de inibidores das enzimas (A) superdxido
dismutase, (B) catalase e (C) glutationa peroxidase na reducdo de EROs. No lado
direito, uma analise da contribuicao relativa apés os bloqueios. Valores expressos como
média tEPM, *p< 0,05 vs o basal e &p<0,05vs 0 IR



Valores densitométricos arbitrarios

42

Diante dos resultados apresentados sobre a participagdo das atividades das

enzimas antioxidantes, investigamos entdo, a expressdo proteica dessas

enzimas através da técnica de western blot e encontramos uma diminuicdo da

expressdo das enzimas superoxido dismutase e catalase no grupo I/R+V.

Entretanto o tratamento com EU foi capaz de aumentar as expressdes dessas

enzimas no animais I/R (figura 09).
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Figura 10: Andlise por Western blot das enzimas SOD e Catalase em tecido renal dos

animais tratados e ndo tratados com EU. Os dados foram expressos como média +
EPM, Sham+VC = 7 (Catalase 0,710+0,090 e SOD 0,030+0,003); Sham+EU = 6
(Catalase 0,750+0,110 e SOD 0,020+0,010); I/R+VC=4 (catalse 0,420+0,100 e SOD
0,010£0,005) e I/R+EU=5 (catalse 0,080+0,200 e SOD 0,050+0,010). *p<0,05 vs Sham

e & p<0,05 vs IR+V
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5.3.5 Avaliacdo da participacdo das principais vias de producdo de
espécies reativas de oxigénio
Visto que o tratamento com EU influéncia no sistema de enzimas
antioxidantes, nos também avaliamos se o tratamento interfere na
producdo de EROs através das suas principais vias de producao que sao
a via mitocondrial, NADPH oxidase, e CYP450. Entretanto, o tratamento
com EU ndo influenciou na atividade enzimética das trés principais vias

oxidantes.
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Figura 11: Avaliag&o das principais fontes de producgéo de espécies reativas de oxigénio

em células de tecido renal. Do lado esquerdo, os graficos mostram os efeitos de

inibidores das enzimas (A) NADPHox, (B) Xantina oxidase e (C) citocromo P450 na

producdo de EROs. No lado direito, uma analise da contribuicdo relativa apds os

bloqueios. Valores expressos como média +EPM. Abreviagbes: NADPH oxidase
(NADPHox) e citocromo P450 (CYP450).
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5.4 Avaliacao da apoptose

Os resultados de apoptose no rim podem ser visualizados na figura 12, que
mostra a marcagdo pela Anexina V e IP. No inicio da apoptose, a
fosfatidilserina, uma proteina normalmente localizada na superficie interna da
membrana plasmatica, transloca-se para superficie externa, ficando
disponivel para ligagdo com a Anexina V. O IP € um marcador especifico de
acidos nucleicos que penetra nas células caso a membrana esteja permeavel,
ndo marcando as células vivas. Deste modo, a citometria de fluxo usando
Anexina V e PI pode distinguir células vivas e saudaveis (Q3: Anexina V-/Pl-)
de células em apoptose inicial (Q4: Anexina V+/Pl-) e células em apoptose
tardia ou necroticas (Q2: Anexina V+/Pl+). Os graficos representativos (A) sdo
as quantificacbes de apoptose (B) demonstram que a I/R aumenta
significativamente a porcentagem de células apoptéticas renais (10.20+1.2%)
quando comparado com os animais Sham (SH+VC: 4.8+1.25; SH+EU:
4.910.19 %). O tratamento de EU promove um efeito benéfico no grupo
I/R+EU (3.920.9%), resultando em valores de apoptose bem préximos aos

observados no grupo Sham.
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Figura 12 Deteccao de apoptose por citometria de fluxo com Anexina-V e IP nos grupos
Sham+VC (n=4), Sham+EU (n=4), I/R+VC (n=4), I/R+EU (n=5). (A) Dot plot
representativo da citometria de fluxo de células renais marcadas com Anexina-V e PI.
(B) Gréfico de barras mostrando a média de porcentagem de células apoptoticas
(Q2+Q4) nos diferentes grupos. *p<0,05 vs. Sham; &p<0,05 vs. I/R+VC.



47

Diante dos resultados de EROs e de apoptose, apresentados pelos animais I/R
tratados com EU, realizamos uma correlacédo entre apoptose e a producdo de
EROs (figura 13). A correlacdo demonstrou uma correlacéo positiva nos animais
I/R+VC porém, nos animais I/R+EU essa correlacdo positiva desaparece
evidenciando uma melhora da apoptose nos animais tratados devido uma
diminuicdo de EROs.
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Figura 13: Analise de regressao linear e correlacdo entre apoptose (% de células
positivas para Anexina) e producao de espécies reativas de oxigénio (fluorescéncia do
DHE). Dados mostram uma correlacdo positiva entre apoptose e a producdo de EROs
no grupo IR+VC mas sem correlagdo nos grupos SHAM e IR+EU. A correlacdo entre
variaveis foi determinada pelo coeficiente de correlacdo de Pearson e um modelo de

regressao linear.



48

6.0 DISCUSSAO

O principal objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do extrato
hidroalcoolico de Eugenia uniflora sobre a funcéo renal de ratos com lesédo renal
aguda induzida pelo processo de isquemia/reperfusdo. Nossos resultados
demonstram que a administracdo de 200mg/Kg do extrato durante 28 dias nos
animais com LRA aumentou a taxa de filtracdo glomerular, o fluxo plasmatico
renal, o fluxo sanguineo renal enquanto que, ao mesmo tempo, diminuiu a
resisténcia vascular renal. O extrato de EU também diminuiu a apoptose nos
animais com LRA. Ainda, na andlise de estresse oxidativo foi revelado que a
geracdo de espécies reativas de oxigénio nos animais com LRA tratados com o

extrato estava reduzida em relacédo ao grupo sem tratamento.

Diante desses resultados, observamos que o extrato de EU pode exercer um
efeito na melhora da disfuncéo renal. Os beneficios encontrados podem estar
associados com a reducdo do estresse oxidativo e reducéo da apoptose, como

observado nos nossos resultados.

Diversos estudos apresentados na literatura demonstram que grande parte dos
produtos naturais que possuem uma acao de protecao renal desenvolvem essa
habilidade através de um efeito antioxidante. Sendo assim, fomos investigar
guais 0s compostos presentes no extrato de Eugenia uniflora e encontramos os
seguintes metabdlitos secundarios: compostos fendlicos, flavonoides, taninos,
terpenos e saponinas, e auséncia dos compostos: cumarinas, glicosideos
cardiotdnicos e alcaloides, todos estes evidenciados em testes fitoquimicos

qualitativos.

Os compostos fendlicos sdo descritos como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais. Estdo amplamente distribuidos no reino vegetal, englobando desde
moléculas simples até outras com alto grau de polimerizacdo (ROCHA et al.,
2011). Existem aproximadamente cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se os
acidos fendlicos, fendis simples, flavonoides, cumarinas, taninos, ligninas e
tocoferois, os quais possuem atividade antioxidante comprovada (MILENE
ANGELO; JORGE, 2007).
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Os nossos resultados corroboram com os dados da literatura. Alguns trabalhos
demonstram que o extrato de EU exibe a presenca de compostos fendlicos
(FORTES et al, 2015; MARTINEZ-CORREA et al., 2011; VINHOLES;
VIZZOTTO, 2017) e carotenoides (VINHOLES; VIZZOTTO, 2017).
Determinados trabalhos tém demonstrado que os principais flavonoides
encontrados no extrato hidroalcodlico de EU séo a miricetrina (LEE et al., 1997;
SAMY et al., 2014), miricetina 3-0O-(4"-O-galloyl)-a-L-rhamnopiranosideo e a
miricetina 3-O-B-D-glicopiranosideo (SAMY et al., 2014). Ainda também foram
relatados a presenca do flavonoide quercetina nos frutos (HOFFMANN-RIBANI;
HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2009).

De acordo com a literatura o tratamento com flavonoide pode ser uma
promissora terapia para LRA. Como demonstrado por Ohkita e colaboradores, a
suplementacao de flavangnol, um flavonoide, foi capaz de melhorar a funcéo
renal de ratos que foram submetidos ao processo de isquemia e reperfuséo renal
(OHKITA et al., 2005). Em outro estudo foi avaliado o efeito de protecao renal
dos flavonoides, e encontraram que uma reducdo dos fatores inflamatorios
presentes no processo fisiopatoldgico da isquemia e reperfusao (ZHAO et al.,
2016).

Os carotenoides, também encontrados no extrato de EU, possuem efeito protetor
renal durante a isquemia e reperfusdo, pois eles reduzem a peroxidacdo de
lipidios e diminuiu a producdo de radicas livres (AUGUSTI et al.,, 2008;
PALIPOCH; THAMMARAT, 2013)

Apesar dos flavonoides serem os compostos mais ativos, com as principais
atividades biologicas descritas (OKOH-ESENE et al., 2011), os taninos também
possuem uma contribuicdo nos efeitos benéficos observados no tratamento com
o extrato de EU. Taninos sdo compostos fendlicos, de grande interesse
econdmico e ecoldgico, possuem a habilidade de formar complexos insoluveis
em agua com proteinas, gelatinas e alcaldides (MONTEIRO et al., 2005) . Esses
compostos sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos
vegetais, devido a precipitacdo de glicoproteinas salivares, o0 que gera a perda
do poder lubrificante (MONTEIRO et al., 2005). Além disso, 0s taninos também
possuem um grande potencial antioxidante podendo dessa forma atuar na

estabilizacdo de radicais livres.
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O nosso resultado, em relacdo a presenga de taninos, também corrobora com
os da literatura. Alguns autores também encontraram taninos nos extratos de
folhas de EU (AURICCHIO et al., 2007; FORTES et al., 2015; OKOH-ESENE et
al., 2011; SANTOS et al., 2011). Em relagcao aos taninos encontrados no extrato
de folhas de EU os autores descrevem o0s seguintes taninos: oenoteina,
eugeniflorina D1 (C7sHs204s) e eugeniflorina D2 (CesH4804s) (LEE et al., 1997).

Os achados da literatura também demonstram que extratos contendo taninos
exercem um efeito protetor sob os rins. Yadav e colaboradores demonstraram
que o extrato de Ficus religiosa, rico em taninos, possui uma acao protetora
contra os danos renais causados pela cisplatina, um farmaco que possui um alto
indice lesivo renal. (YADAV; SRIVASTAVA, 2013).

Outro metabolito secundario encontrado no extrato hidroalcoodlico de EU foi o
terpeno, esse metabolito secundario possui ampla ocorréncia em plantas
superiores. Além das plantas, esse composto também e encontrado em
organismos marinhos, algas, microrganismos e em menor extensao em fungos.
Em relacdo a estrutura quimica 0s mono e sesquiterpenos sdo 0s principais
constituintes dos 0Oleos essenciais e das resinas (GONZALEZ-COLOMA et al.,
2011).

Os triterpenos possuem grande interesse devido a seu amplo espectro de
atividade biolégica, tais como anti-inflamatoria, antibacteriana, antifingica,
antiviral, antitumoral, antidiabética, antiulcerogénica, anticariogénica,
hepatoprotetora, neuroprotetora, antiparasitica, analgésica e
antioxidante(GONZALEZ-COLOMA et al., 2011)

Além dos triterpenos, 0s sesquiterpenos constituem outra classe de terpenos
com grande diversidade de estruturas e de ocorréncia em plantas, fungos e
algumas bactérias. Nas plantas, participam ativamente dos processos de
interacdes entre planta-planta, planta-inseto e planta-patégeno protegendo-as
dos ataques de predadores (FEHLBERG, 2011). Os 6leos essenciais constituem
uma grande fonte de sesquiterpenos e os compostos bisabolol, cariofileno, a-
cadineno, B-farneseno e B-selineno apresentam ampla distribuicdo nos volateis
de espécies das familias Labiatae, Myrtaceae, Pinaceae, Rutaceae e Lauraceae
(FEHLBERG, 2011).
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Trabalhos ja relatam o uso nefroprotetor de terpenos, alguns autores ja
descrevem essa a¢ao do bisabolol, um sesquiterpeno com atividade antioxidante
que diminuiu o dano renal causado pela isquemia e reperfusdo (LIMA et al.,
2016).

A leséo por isquemia e reperfuséo é a principal causa de LRA sendo o0 processo
fisiopatoldégico acompanhado por diversos eventos patoldégicos como ruptura do
citoesqueleto de actina, geracdo de moléculas reativas de oxigénio, resposta
inflamatdria e apoptose (BAGUL; FROST; DRAGE, 2013; LE CLEF et al., 2016).

O modelo experimental usado para simular a LRA foi a isquemia/reperfusao
renal, que foi realizada pela ligadura das artérias renais direita e esquerda
durante 45 minutos, seguida de reperfusdo por um periodo de 24 horas. NoOs
observamos uma reducdo da taxa de filtracdo glomerular, o fluxo plasmatico
renal, o fluxo sanguineo renal e um aumento da resisténcia vascular renal. Além
disso, outros estudos estdo em conformidade com nossos resultados,
demonstrando que este modelo exibe uma diminuicdo no fluxo sanguineo renal
e taxa de filtracdo glomerular, aumento da apoptose e espécies reativas de
oxigénio, infiltracao de neutrdfilos no rim, e a presenca de alteragdes histoldgicas
caracteristicas da LRA (BETZ et al., 2012b; HAGAR; ABD EL TAWAB, 2012b).
Uma vez demonstrado que o modelo é representativo em relacdo aos
mecanismos fisiopatolégicos da LRA, observamos que o tratamento com o
extrato de Eugenia uniflora foi capaz de restabelecer taxa de filtragdo glomerular,
a resisténcia vascular renal e o fluxo sanguineo renal dos animais isquémicos
para os niveis dos animais Sham. Na literatura até o presente momento nao
temos trabalhos demonstrando que o uso do extrato de Eugenia uniflora modifica
a funcédo renal de ratos com lesdo renal aguda. Entretanto, ja foi relatado que o
extrato de folhas de Eugenia uniflora € capaz de promover um efeito diurético
(CONSOLINI; BALDINI; AMAT, 1999).

Aléem do efeito cardiovascular relatado por alguns trabalhos (CONSOLINI;
BALDINI; AMAT, 1999; CONSOLINI; SARUBBIO, 2002) o extrato das folhas de
Eugenia uniflora parece desenvolver um efeito protetor contra os fatores de risco

para o desenvolvimento da diabetes, como por exemplo a manutencdo dos
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niveis séricos de insulina. Essa acao foi atribuida a sua propriedade antioxidante
e anti-inflamatéria (SCHUMACHER et al., 2015).

Sendo o género Eugenia pertencente a familia Myrtaceae, alguns trabalhos
demonstram que extratos de plantas pertencente a essa familia possuem efeitos
de protecao renal. A Eugenia dysenterica DC., também pertencente a familia
Myrtaceae, possui uma propriedade protetora renal contra lesdes induzidas por
metais pesados como cromo (AVILA et al., 2016)b.

Como ja mencionado nédo existe dados na literatura sobre a acédo de extrato de
Eugenia uniflora modificando a fung&o renal de animais com LRA. Entretanto, ja
existem descritos outras plantas capazes de alterarem a fungcdo dos rins
submetidos a isquemia/reperfusdo. A administracdo do extrato etandlico de
Nigella sativa age como um efetivo varredor de radicais livres no processo de
isquemia e reperfusdo, dessa forma diminuindo o prejuizo renal (BOOZARI;
HOSSEINZADEH, 2017; KHAZDAIR, 2015). Outro extrato, com acgédo de
protecdo renal, € a Zingiber officinale sua principal acdo é agir como um
imunomodulador das respostas inflamatérias (BOOZARI; HOSSEINZADEH,
2017). O roma, Punica granatum, também possui uma agéo antioxidante nos rins
0 que promove uma melhora da funcao renal de animais submetidos ao processo
de isquemia e reperfusao (BOOZARI; HOSSEINZADEH, 2017; HASHEMI et al.,
2013).

Os mecanismos moleculares subjacentes a leséo renal induzida por isquemia /
reperfusdo ndo sao claros, mas diversos estudos tém relatado que varios fatores
como: deplecdo de ATP, ativacdo de fosfolipases e infiltragcdo de neutrofilos
contribuem para a patogénese desse dano renal. O estresse oxidativo também
foi considerado como um dos fatores que definitivamente estdo envolvidos no
desenvolvimento da LRA (OHKITA et al., 2005). Em nosso estudo, a producéo
de espécies reativas e altamente reativas de oxigénio foi avaliada
separadamente no cortex e na medula renal através da producdo de anion
superoéxido, peroxido de hidrogénio, peroxinitrito e hidroxila. Estas espécies
reativas de oxigénio sdo produzidas por vias normais do metabolismo e sao
retiradas do organismo por antioxidantes, no entanto, em excesso, podem
exercer reacoes prejudiciais (BARADARAN; NASRI; RAFIEIAN-KOPAEI, 2014)
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O anion superoxido (» O2-) € o resultado de uma reducao de oxigénio por varias
oxidases, como xantina oxidase, dihidro nicotinamida adenina dinucledtido
oxidase e ciclooxigenase. Além desses mecanismos de formacdo de anion
superoxido, as mitocondrias, através de sua cadeia de transporte de elétrons
gue comecam em fosforilagdo oxidativa com o objetivo de producédo de ATP,
contribuem para a producdo de anion superéxido (DROSE; BRANDT, 2012;
GUTTERIDGE, 1994).

O anion o superoxido € um nucledfilo ativo, capaz de atacar centros carregados
positivamente e como um agente oxidante que pode reagir com dadores de
hidrogénio. O radical superoxido anibnico pode desmantelar, produzindo
oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio, que € atribuido a enzimas
pertencentes a familia de superéxido dismutase, que empobrecem os radicais
anibnicos que ocorrem pela acdo de fatores extracelulares (incluindo radiacao
ionizante e deficiéncias oxidativas) ou do metabolismo do oxigénio na cadeia de
transporte de elétrons (GUTTERIDGE, 1994). Na IRA, o <0O2- também
desempenha um importante papel, atuando no recrutamento de neutrofilos para
area da lesédo, o que amplia a extensdo do dano inicial (ANDREOLI, 1991;
SEHAJPAL et al., 2014). Além disso, apesar do *O2- ser um oxidante fraco, ele
atua como um precursor de espécies de oxigénio mais fortes, como peroxido,
peroxinitrito, hipoclorito e cloraminas (ANDREOLI, 1991; MASZTALERZ et al.,
2006).

Outra espécie que participa nos processos de lesdo e danos celulares é o
perdxido de hidrogénio (H202). A presenca de oxidases pode resultar na sintese
direta de peroxido de hidrogénio por transferéncia de dois elétrons para o
oxigénio molecular. H202 é capaz de produzir radicais altamente reativos como
resultado da sua interagdo com ions metélicos. A acédo direta do H202 envolve o
ataque a estrutura das proteinas heme com liberacdo de ferro, inativacdo
enzimatica e oxidacdo de DNA, lipidios e grupos -SH. H202 pode ser esgotado
pela catalase, a enzima contendo ferro heme envolvida na conversdo de
peréxido de hidrogénio em agua (GUTTERIDGE, 1994; PISOSCHI; POP, 2015).
Assim como ocorre com o <O2- em modelos experimentais de

isquemial/reperfusdo renal, é demonstrado que o H202 apresenta-se aumentado
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nos rins dos animais insuficientes quando comparado com o Sham (HUANG et
al., 2012).

Outro radical que é altamente perigoso devido a sua reatividade ser a mais
elevada séo os radicais hidroxila (OH). Ao contrario dos radicais superoxido que
sdo considerados relativamente estaveis e tém taxas de reacao relativamente
baixas e constantes com componentes bioldgicos, os radicais hidroxilicos sao
espécies de curta duracdo que possuem alta afinidade para outras moléculas.
(OH), como ja mencionado, é um poderoso agente oxidante que pode reagir com
a maioria das moléculas organicas e inorganicas da célula, incluindo DNA,
proteinas, lipidios, aminoacidos, aclUcares e metais. As 3 principais reacdes
quimicas de radicais hidroxilicos incluem a absorcao, adicéo e transferéncia de
elétrons de hidrogénio (KOHEN; NYSKA, 2002).

O anion peroxinitrito € um potente oxidante produzido pela reagcédo entre o *O2-
e 0 NO (NO + «0O2- = ONOO-). Quando o ONOO- esta na forma protonada
(ONOOH), possui reatividade semelhante ao HO- (LI; JACKSON, 2002; NOIRI
et al.,, 2001). Tanto o HOe, quanto o ONOO- podem ser classificados como
espécies altamente reativas de oxigénio por possuir poder oxidante forte o
suficiente para hidroxilar diretamente anéis aromaticos (SETSUKINAI et al.,
2003).

Portanto, na isquemia/reperfusdo renal, todas estas moléculas oxidantes
reagem, em maior ou menor grau, com proteinas, carboidratos, acidos nucleicos
e lipidios das membranas celulares, resultando em formacdo de radicais
organicos, inativacdo de enzimas, peroxidacdo lipidica, oxidacdo proteica e
destruicdo de células renais (MASZTALERZ et al., 2006).

No nosso estudo observamos um aumento da producdo de anion superoxido,
peréxido de hidrogénio, radical hidroxila e anion peroxinitrito na medula renal dos
animais isquémicos, que foram revertidos pelo tratamento com extrato de EU.
Interessantemente, ndo foram constatadas diferencas na producdo de ROS no
cortex renal entre os diferentes grupos. O fato da producéo de radicais livres ser
maior na medula do que no cortex renal pode ser explicada pois 0 processo
fisiopatoldgico da LRA provocada por isquemia/reperfusdo renal desencadeia,

principalmente, mudangas estruturais e funcionais em células tubulares e
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endoteliais, com dano proeminente nos néfrons justamedulares e
remodelamento tubulo-intersticial mais evidente na medula do que no cortex
(BAGUL; FROST; DRAGE, 2013). Além disso, estruturas localizadas na medula
renal, como o ramo medular ascendente espesso da alca de Henle, sdo
particularmente sensiveis a diminuicdo do oxigénio, sendo bastante afetadas
durante a isquemia (BELTOWSKI, 2010).

Tendo em vista que o desenvolvimento do estresse oxidativo contribui para a
inducdo da lesdo renal na isquemia/reperfusdo, o tratamento da LRA com
diversas substancias antioxidantes tem se mostrado promissor. Como exemplos
podemos citar o tempol (CHATTERJEE et al., 2000), a vitamina C
(MILORADOVIC et al., 2009), agonistas do receptor de proliferacdo de
peroxissomo ativado (BETZ et al., 2012b; ZOU et al., 2013), inibidores da
fosfodiesterase-4 (MAMMADOV et al., 2012) e inibidores da fosfodiesterase-5
(DE ALMEIDA et al., 2016; ZAHRAN et al., 2015a). Moléculas que atuam inibindo
a infiltracao de neutréfilos também se mostraram capazes de reduzir o estresse
oxidativo na LRA (HAGAR; ABD EL TAWAB, 2012a).

Em relacdo ao extrato hidroalcodlico de EU, nosso estudo mostrou o seu efeito
antioxidante a nivel de funcéo renal através da avaliacdo das EROs. Sendo
assim, buscamos avaliar as vias de producdo de EROs e da capacidade
antioxidante. Diante dos nossos achados observamos que o extrato de EU foi
capaz de aumentar a atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD),
catalase, e a glutationa peroxidase, enzimas que reduzem as taxas de oxidag&o

Nno organismo e, por conseguinte, interrompem a progressao da leséo na LRA.

Os dados da literatura demonstram que o uso de produtos naturais, tais como
extratos de plantas, possuem um potencial terapéutico sob a LRA devido a
presenca de flavonoides, polifenéis e saponinas os quais estdo envolvidos na
reducéo do estresse oxidativo por mecanismos semelhantes, como por exemplo
0 aumento da atividade da SOD, catalase, glutationa peroxidase (PALIPOCH,;
THAMMARAT, 2013) e diminuig&o dos fatores inflamatérios (YANG et al., 2016).

Outro extrato de planta, com atividade antioxidante, demonstra resultados
similares aos do nosso estudo em relagcdo ao aumento da atividade da SOD e

catalase. Segundo Senturk e colaboradores, o extrato de Hypericum
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origanifolium foi capaz de realizar uma prote¢&o renal nos animais com isquemia
e reperfusdo sendo atribuido essa acdo ao aumento da atividade das enzimas
antioxidantes e com reducédo do estresse oxidativo (SENTURK et al., 2013). Em
outro estudo observaram que produtos naturais, oriundos da medicina tradicional
chinesa, possuem o efeito de diminuir os danos causados pela isquemia e
reperfusdo devido ao aumento da atividade das enzimas antioxidantes (DONG
et al., 2016).

Também é conhecido que a isquemia/reperfusdo renal leva ao aumento da
atividade de enzimas oxidantes, como NADPH oxidase e xantina oxidase, que
geram espeécies reativas de oxigénio e induzem metaloproteinases da matriz
(TSUDA et al.,, 2012; WU et al.,, 2009), corroborando com os achados da
literatura os nosso resultados apresentaram um aumento da atividade das
enzimas oxidantes nos animais com isquemia reperfusdo. Entretanto, o
tratamento com o extrato ndo reduziu a atividade dessas enzimas. Sendo assim,
sugerimos que o principal mecanismo de acao do extrato de Eugenia uniflora é

via aumento da atividade da via antioxidante.

Diante disso, verificamos se o extrato foi capaz de alterar as expressoes
proteicas das enzimas antioxidantes. Nossos resultados mostram que houve um
aumento da expressdo proteica da superdxido dismutase e da catalase,
corroborando assim com os resultados encontrados na literatura. Erboga e
colaboradores demonstraram que o uso de quercetina, um flavonoide presente
em varios extratos de plantas, foi capaz de aumentar a expressao proteica da
SOD e catalase e dessa forma impedindo a progresséo da leséao renal (ERBOGA
et al., 2015).

Estudos tem evidenciado a existéncia de um sistema de regulacao de transcricdo
de genes antioxidantes chamado de Nrf2/Keapl (Fator nuclear fator eritréide 2
relacionado com proteina Kelch-like ECH associada 1). Esse sistema funciona
da seguinte forma: em condi¢cdes normais a proteina Keap 1, presente no citosol,
sequestra a Nrf2 e encaminha a mesma para ubiquitinacdo, processo de
marcacdo com a proteina ubiquitina. Uma vez marcada com a ubiquitina o
complexo formado Nrf2/ubiquitina é degradado por um complexo multiproteico
denominado proteassoma. Em condi¢Bes de estresse oxidativo os residuos de

cisteinas presentes na Keapl sdo modificados promovendo mudancas
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conformacionais levando a liberagé@o de Nrf2 e a ativagdo transcricional de uma
série de genes portadores de elementos de respostas antioxidantes, que
codificam enzimas desintoxicantes, enzimas de remoc¢ao de ROS (CHOI; KANG;
KWAK, 2014; SHELTON; KEVIN PARK; COPPLE, 2013).

Dados da literatura demonstram que os flavonoides possuem propriedades de
interferir nessa via de transcricdo. Qiu e colaboradores demonstraram que 0s
flavonoides possuem propriedades de ativagdao da via Nrf2 promovendo uma
melhora do estresses oxidativo (QIU et al.,, 2017). Segundo Wakabayashi e
colaboradores substancias como os triterpenoides possuem a propriedade de
modificar os residuos de cisteinas da Keapl levando a ativacdo da via Nrf2
promovendo um aumento codificagdo de enzimas antioxidantes como SOD,
catalase e glutationa peroxidase (WAKABAYASHI et al., 2004)

Sabendo que a lesao renal por isquemia e reperfusdo é resultante de eventual
morte de células renais devido a uma combinacdo de apoptose e necrose,
avaliamos por citometria de fluxo o rim dos ratos I/R, 0s quais apresentaram
células apoptéticas, corroborando com outros estudos no mesmo modelo
experimental de LRA, tanto em ratos (S| et al., 2014), quanto em camundongos
(KUMAR et al., 2009). Nosso estudo é o primeiro a avaliar os efeitos do extrato
de Eugenia uniflora na apoptose in vivo quando administrada através da via oral,
e observamos que o tratamento com o extrato foi capaz de reduzir a apoptose

nos ratos isquémicos até os niveis do Sham.

Outros extratos hidroalcodlico de plantas como Eugenia dysenterica, possuem
efeito de reducdo de apoptose renal como demonstrado por Avila e
colaboradores em que o tratamento promoveu uma protecdo renal por
diminuig&o da apoptose e do estresse oxidativo (AVILA et al., 2016). Entretanto,
em um outro estudo Denardin e colaboradores demonstram que o extrato da
pitanga roxa induziu a apoptose através da ativacdo do mecanismo de autofagia
celular, porem de acordo com o proprio autor esse mecanismo ativado pelo

extrato de pintaga roxa precisa ser melhor esclarecido (DENARDIN et al., 2017).

A melhora da apoptose no grupo I/R tratado com extrato de Eugenia uniflora
pode estar associada com a diminuicdo de espécies de oxigénio neste grupo,

uma vez que estad bem estabelecido que a producéo de espécies reativas de



58

oxigénio séo capazes de iniciar morte celular nas formas de necrose ou apoptose
(LI; JACKSON, 2002). Sendo assim, 0s nossos resultados de correlacdo
corroboram com a literatura pois, demonstramos que existe uma correlacao
positiva entre a producado de espécies reativas de oxigénio e apoptose e a
mesma desaparece quando ocorre uma diminuicdo das EROs. Dessa forma, o
aumento de EROs esta diretamente associada ao aumento da apoptose nos rins

colaborando para a progresséao da leséo renal.
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SUMARIZANDO OS RESULTADOS

Sumarizando os efeitos do extrato de folhas de Eugenia uniflora

Aumenta a expressao das enzimas
antioxidantes — SOD e CAT

Os efeitos do extrato de folhas de
Eugenia uniflora sobre a LRA —>

Reduz o estresse oxidativo

Reduz a apoptose

Aumenta a atividade das enzimas
antioxidantes
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Melhora a TFG, FPRe FSR e
diminui a resisténcia vascular
renal — melhora da fungao renal
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8.0 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram, que o extrato das folhas de Eugenia
uniflora possui efeitos benéficos funcionalmente na lesdo renal aguda induzida
pela técnica de isquemia/reperfuséo renal. Esta melhora da fungéo renal parece
estar ligada a reducdo do estresse oxidativo e da apoptose. Estes achados
sugerem que o extrato da Eugenia uniflora possui potencial para utilizacdo como

terapia coadjuvante para prevencao/tratamento da lesao renal aguda.
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