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RESUMO

COZER, DAYANE BERTOLLO, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, fevereiro
2024. AVALIA(;AO DO EFEITO NEFROPROTETOR DA CALYCOPHYLLUM
SPRUCEANUM (MULATEIRO) EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A
NEFROPATIA POR DICLOFENACO DE SODIO. Orientador: Thiago de Melo
Costa Pereira.

A nefropatia induzida por antiinflamatérios pode levar a perda da funcéo renal
em pacientes submetidos ao uso prolongado de AINES, para os quais ainda n&o
ha uma protecdo eficaz analisada em estudos anteriores. Neste estudo,
objetivamos avaliar o possivel papel nefroprotetor do antioxidante mulateiro, um
produto natural extraido das cascas da espécie da regido Amazobnica
Calycophyllum Spruceanum. Camundongos suicos machos adultos foram
separados em 6 grupos e pré-tratados oralmente com mulateiro (50, 300 e 1000
mg/kg), N-acetilcisteina (200 mg/kg) via intraperitoneal ou veiculo (NIC e
controle) durante 5 dias antes da indugao da nefropatia induzida por AINES. A
funcao renal foi quantificada pelos niveis plasmaticos de creatinina e ureia. Foi
quantificada também através de biomarcadores indiretos (lipidicos e proteicos)
a intensidade de estresse oxidativo, nos rins de animais dos grupos estudados.
por meio de marcadores de oxidacao lipidica (TBARS) e proteica (AOPP). Este
estudo demonstra pela primeira vez que o extrato vegetal do Mulateiro diminui o
dano oxidativo sistémico e renal preservando a fung¢ao renal de forma dose-
dependente (sendo apenas observado em doses elevadas de 1000 mg/Kg).
Portanto, o Mulateiro pode ter aplicagdes clinicas promissoras contra a
nefropatia induzida por diclofenaco mais pelas propriedades antioxidantes do
que pela protecéo da funcionalidade (clearance) renal.

Palavras-chave: nefropatia induzida por anti-inflamatérios (AINES), leséo renal
aguda (LRA), Estresse oxidativo.
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ABSTRACT

COZER, DAYANE BERTOLLO, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, February
2024. EVALUATION OF THE NEPHROPROTECTIVE EFFECT OF
CALYCOPHYLLUM SPRUCEANUM (MULATEIRO) IN MICE SUBJECTED TO
NEPHROPATHY BY DICLOFENAC SODIUM. Advisor: Thiago de Melo Costa
Pereira.

Anti-inflammatory drug-induced nephropathy can lead to loss of renal function in
patients undergoing prolonged use of NSAIDs, for whom there is still no effective
protection analyzed in previous studies. In this study, we aimed to evaluate the
possible nephroprotective role of the antioxidant mulateiro, a natural product
extracted from the bark of the species Calycophyllum Spruceanum from the
Amazon region. Adult male Swiss mice were separated into 6 groups and
pretreated orally with mulateiro (50, 300 and 1000 mg/kg), N-acetylcysteine (200
mg/kg) intraperitoneally or vehicle (NIC and control) for 5 days before induction
of NSAID-induced nephropathy. Renal function was quantified by plasma
creatinine and urea levels. The intensity of oxidative stress in the kidneys of
animals from the studied groups was also quantified using indirect biomarkers
(lipids and proteins). through lipid (TBARS) and protein (AOPP) oxidation
markers. This study demonstrates for the first time that Mulateiro plant extract
reduces systemic and renal oxidative damage, preserving renal function in a
dose-dependent manner (only observed in high doses of 1000 mg/kg). Therefore,
Mulateiro may have promising clinical applications against diclofenac-induced
nephropathy more for its antioxidant properties than for the protection of renal
functionality (clearance).

Keywords: anti-inflammatory drug (NSAID)-induced nephropathy, acute kidney

injury (AKI), oxidative stress.



1. INTRODUCAO

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) sdo medicamentos amplamente
utilizados tanto no Brasil quanto no cenario mundial [1,2,3]. Contudo, a crescente
popularidade dessas drogas, somada aos efeitos adversos nos rins, tem
levantado preocupacdes acerca do uso indiscriminado de AINES, tornando-se
um problema reconhecido e potencialmente perigoso para a fisiologia renal. [3,4]
Apesar de serem geralmente considerados seguros, € importante reconhecer
que, mesmo em doses terapéuticas, os AINES podem apresentar riscos
associados a func¢ao renal justificando o crescente nimero de estudos nesta area

nos ultimos anos [4,5].

Dentre os AINEs mais consumidos no mundo, o ibuprofeno estad em primeiro
lugar (~20%), seguido do AAS (11%) e em terceiro lugar (~6.5%), o diclofenaco
(2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil acetato) [59], que € o farmaco explorado em
nossa investigacdo. Como AINE néo seletivo, o diclofenaco possui propriedades
analgésicas, antipiréticas, além das classicas propriedades anti-inflamatérias.
No entanto, tem sido associado ao desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda
(IRA), conforme demonstrado por varios estudos experimentais [60,61] além de

clinicos [6,7].

A acdo farmacologica dos AINEs depende da dose e do tempo utilizado, o que
predispe acometimento de 6rgaos especificos, sendo o rim, o segundo mais
acometido depois da mucosa gastrica. Portanto, € uma das drogas que, se
utilizada em longo prazo, aumenta a morbidade principalmente de idosos, visto
que utilizam véarios medicamentos (anti-hipertensivos, antidepressivos,
anticoagulantes, litio) que ainda podem gerar interacdes medicamentosas, por
diversos mecanismos [8]. Esses pacientes tém alta probabilidade de desenvolver
les&o renal, que pode ser transitoria ou irreversivel, podendo comprometer a
habilidade de excrecdo de farmacos co-administrados [62]. Um grupo de
pacientes ainda mais vulneravel ao impacto dos AINES sdo as pessoas com
doenca renal crbnica, que podem apresentar um aumento de 3 a 4 vezes de

riscos de efeitos adversos [9].



1.1 Como os AINES podem comprometer a funcao renal?

A vasodilatacdo renal induzida por PGs é critica para a manutencdo de uma
adequada perfusao renal, por meio de PGE2 e PGI2. As principais alteracbes
hidroeletroliticas e acidobasicas provocadas por essa classe sdo a retencdo
sbdica (causando edema e hipertensdo), hipercalemia e acidose metabdlica
decorrentes da menor atividade de COX-1 e COX-2 [15].

Fatores de risco, como comorbidades e a idade avangada, geram pacientes mais
suscetiveis aos efeitos adversos dos AINES, haja vista a perda caracteristica de
néfrons nesses casos [10]. Assim, tais fatores, combinados com os efeitos
vasoconstritores renais resultantes da inibicdo das prostaglandinas, podem
levar, em pacientes idosos, a desordens renais, como a sindrome nefrética, a

hipercalemia, e hiponatremia e até mesmo a faléncia renal [10].

A inibicdo de prostaglandinas renais resulta em deterioragdo aguda da funcéo
renal apds a ingestdo de AINEs. Exemplos de relatorios de toxicidade humana
incluem evidéncias de que o uso de diclofenaco por mulheres gravidas afeta a
funcao renal até mesmo em recém-nascidos [16]. Ha relatos também em adultos
sem histéria prévia ou fatores de risco para doenca renal, que o diclofenaco
também induz nefrotoxicidade [17,18]. Em grupos mais vulneraveis, ja foram
descritos casos de intoxicacdo em pacientes pediatricos [19] e idosos com
desenvolvimento de complicacdes renais [18]. Quanto a reversibilidade dessas
lesbes os achados clinicos séo discrepantes. Por exemplo, um paciente
apresentou lesdo tubular aguda transitéria induzida por diclofenaco, que foi
revertida apos a retirada do diclofenaco [6]. Por outro lado, lesdes renais agudas
(LRA) por AINES podem levar a recuperacdo renal incompleta e até mesmo
acelerar a progressao para doenca renal cronica (DRC) [20]. A IRA é definida
como reducdo ou perda subita da funcéo renal, resultando em inabilidade em
excretar compostos nitrogenados [11,12] acompanhada ou ndo da diminui¢do da
diurese e falha da capacidade de concentrar a urina [13]. A IRA é caracterizada
por ocorrer dentro de horas ou dias ap0s a exposi¢cdo ao agente agressor e
geralmente é causada por agressao de origem toxica ou isquémica sobre 0s rins,

capaz de provocar lesdo nas células epiteliais do tubulo contorcido proximal



(TCP) e porgédo ascendente da algca de Henle, prejudicando a regulagdo do

equilibrio hidroeletrolitico e acido base [14].

Em animais experimentais (como em camundongos), o diclofenaco induz a
ativagdo do fator nuclear kB (NF-kB) e assim, producdo de citocinas pro-
inflamatorias dependentes de NF-kB, que, em ultima analise, pode contribuir
para apoptose das células renais [21]. Além disso, sabe-se que o efeito
nefrotoxico do diclofenaco também envolve o comprometimento da funcao
mitocondrial no rim, que medeia espécies reativas de oxigénio (ROS), gerando
estresse oxidativo (desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a
atuacao dos sistemas de defesa antioxidantes), fragmentacao induzida do DNA,

estimulando assim o desenvolvimento da apoptose [22, 23].

Em suma, estudos jA demonstram que o direto efeito da lesdo renal induzida por
diclofenaco vai além da inibicdo da sintese de prostaglandinas: ha também um
efeito direto nas mitocdndrias renais, levando a producao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) causando lesbes de DNA e apoptose [22,24]. Esta
compilacdo de dados levantam a preocupacdo sobre os efeitos citotdxicos
relacionados ao uso cronico, abuso e/ou overdose de AINEs, como o

diclofenaco.

1.2 Consequéncias da netropatia induzida por AINES

Os agentes nefrotdxicos interferem nas funcdes essenciais das células
tubulares, causando lesdo e morte celular [25]. A isquemia renal promove
insuficiéncia de substrato e hipdxia celular, que provoca degradacdo da
adenosina trifosfato (ATP) intracelular para adenosina difosfato e adenosina
monofosfato (AMP). O AMP pode ser degradado posteriormente a outros
nucleotideos de adenina que se difundem para fora da célula impedindo a
sintese de novo ATP [26]. Com isso, a reducao intracelular de ATP leva a danos
metabdlicos graves e alteragBes estruturais nas células tubulares renais, como
0 aumento intracelular de calcio e a producdo de radicais livres que ativam as

proteases e fosfolipases levando a subsequente dano celular [27,28].



Todas essas alteragdes nos rins podem contribuir para o desenvolvimento de
necrose tubular aguda (NTA) ou apoptose. Na apoptose, a célula se desintegra
em vesiculas ligadas por membrana contendo os detritos celulares chamadas
corpos apoptoticos, que sdo fagocitados sem causar lesdo tecidual ou
inflamacéo [29,30].

Pode haver a progressdo de pacientes que nédo interrompem AINEs quando
apresentam nefrite intersticial aguda e fibrose intersticial [31]. Um estudo recente
em populacdo idosa mostra que, independentemente da classe do AINE (se
seletivo para COX-1 ou ndo) tanto altas doses quanto com maior meia-vida

aumentam significativamente o risco de desenvolvimento de DRC [32,33].

1.3 Produtos naturais como potenciais agentes nefroprotetores

O interesse crescente em produtos naturais para o tratamento de enfermidades
por parte da populacéo se d4, principalmente, pela crenca de que estes produtos
sao isentos de efeitos colaterais e que podem ser eficazes em casos onde a
medicina tradicional ndo atendeu ao esperado (0 que nem sempre € confirmado
cientificamente) [34,35]. Por outro lado, ndo se pode desprezar a gama de
substancias potencialmente protetoras que podem ainda estar contidas em
diversas espécies da biodiversidade mundial, especialmente em nosso pais e
gue devem ser exploradas em investigacdes experimentais, contribuindo ainda

mais para o desenvolvimento da etnofarmacologia [57].

Como consequéncia, o interesse académico pelo estudo de espécies vegetais e
seu uso tradicional em diferentes partes do mundo também tem crescido,
visando o uso dos principios ativos como protoétipo para o desenvolvimento de
novos farmacos, sejam eles sintéticos, quimicamente modificados, e até mesmo

adjuvantes e fitofarmacos [36,37,38,39]

Para a validagcdo do uso de plantas no tratamento de doencas, os estudos,
etnobotéanicos, etnofarmacolégicos quimicos, farmacolédgicos e toxicol6gicos sédo

de grande importancia, pois fornecem resultados importantes na pesquisa de



novos produtos ativos de origem vegetal contribuindo na selecéo de espécies de

plantas a serem avaliadas [40,41].

As pesquisas voltadas para o desenvolvimento de formas farmacéuticas
contendo produtos derivados de plantas medicinais, com eficicia, seguranca e
qualidade constante tém conquistado um namero crescente de pesquisadores

em todo o mundo e principalmente no Brasil [42].

1.4 Calycophyllum spruceanum (ou pau-mulato-de-varzea,

escorregamacaco e pau-marfim), mulateiro

Nesse estudo, sera avaliada a aplicabilidade da Calycophyllum spruceanum que
€ uma espécie natural da regido amazbnica, conhecida no Brasil como pau-
mulato, mulateiro, pau-mulato-de-varzea, “escorrega macaco” e pau-marfim
[43,44,45].

Varias ac0Oes biolégicas sao citadas no uso popular, principalmente a aplicacao
sobre a pele com funcao anti-inflamatdria e antimicrobiana [46]. Inclui também o
uso contraceptivo, cha para prevencéao de envelhecimento, controle de doencas
gastricas e uterinas, distirbios do aparelho geniturinario, hipercolesterolemia,
disfuncdes da tiredide e para tratar diabetes [47,48]. Além dessa ampla gama
de doencas, também tem sido amplamente apreciada por suas funcdes
cosmetoldgicas, dentre elas, rejuvenescimento, hidratante curativo de rugas,
cicatrizante (bastante usado em cortes, feridas e queimaduras), como protetor
solar, no tratamento de manchas na pele, e como fortalecedor no controle de

gueda para os fios do couro cabeludo [49,50,51,52].

Por meio de espectrometria de massa e cromatografia liquida, com a amostra da
planta, estudos comprovam a presenca de derivados cafeoilquinicos
(POLIFENOIS), pequenos acidos organicos, além de outros seis compostos

fendlicos [64].

Em recente estudo foi verificado através de prospeccao fotoquimica preliminar

do extrato bruto da casca da Callycophyllum spruceanum (Mulateiro), a presenca



de taninos catéquicos, flavondides, alcaloides, depsideos e depsidonas. No
extrato bruto das folhas revelou-se a presenca de taninos catéquicos, depsideos

e depsidonas, derivados da cumarina e alcaloides [65]

Estudos com a espécie, demonstraram uma poderosa capacidade antioxidante
de Callycophyllum spruceanum (Mulateiro), comparavel a dos antioxidantes

padréo, como a vitamina C e o polifenol epigalocatequina galato (EGCG) [63]

Neste estudo, investigamos um possivel papel nefroprotetor desse composto da
Callycophyllum spruceanum (Mulateiro), ricos em polifendis, no contexto da
nefropatia induzida por antiinflamatorios com objetivo de obter dados que
demonstrem sua influéncia nefroprotetora através de diferentes tipos de

biomarcadores fisiol6gicos.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar em camundongos Swiss machos, possivel efeito nefroprotetor da
Calycophyllum Spruceanum (Mulateiro) quando submetidos a leséo renal aguda

por anti-inflamatorio - AINES.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Revisar na literatura possiveis aplicacfes antioxidantes da espécie da regido

Amazonica Calycophyllum Spruceanum;

- Revisar na literatura possiveis investigacdes na area de nefroprotecdo da

espécie Calycophyllum Spruceanum;

- Determinar as concentracdes séricas de biomarcadores renais, como creatinina

e ureia e dos grupos “controle” e “tratados” em diferentes doses

- Comparar se o extrato da espécie Calycophyllum Spruceanum € mais eficaz na

nefroprotecdo comparada a terapia convencional com N-acetilcisteina (NAC);

- Quantificar através de biomarcadores indiretos (lipidicos e proteicos) a
intensidade de estresse oxidativo, nos rins de animais dos grupos estudados.

por meio de marcadores de oxidacéo lipidica (TBARS) e proteica (AOPP);

- Mensurar através de biomarcadores indiretos (lipidicos) a intensidade de
estresse oxidativo no plasma de animais dos grupos estudados. por meio de

marcadores de oxidacao lipidica (TBARS).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos suicos machos, pesando entre 30-45g,
provenientes do Laboratorio de Acompanhamento Experimental do Complexo
Biopraticas da Universidade Vila Velha — UVV. Os animais ficaram alocados em
gaiolas plasticas com maravalhas, a temperatura de 22 + 2°C e umidade (60 +
10%), com ciclos claro/escuro de 12 horas, controlados automaticamente e em
ambiente com exaustdo de ar. Os camundongos foram alimentados com racéo
comercial padrdo para roedores (Nutri Laboratério Roedores - Nutriave) ad
libitum e tiveram livre acesso a agua potavel até o inicio do tratamento. Os
experimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA-UVV, protocolo n® 667-2023).

3.2 Grupos e delineamento experimental

Para inducdo da Lesdo Renal Aguda (LRA) foram usados um modelo
previamente validado em camundongos. Os animais foram divididos em seis
grupos experimentais: Grupo Controle (CON; n=6), Grupo Nefropatia Induzida
por AINEs (NEF n=8), Grupo N-acetilcisteina 200 mg/kg (NAC; n=6), Grupo
Callycophyllum spruceanum (Mulateiro) 50 mg/Kg (M 50; n=12), Grupo
Callycophyllum spruceanum (Mulateiro) 300 mg/kg (M 300; n=12) e Grupo
Callycophyllum spruceanum (Mulateiro) 1000 mg/Kg (M 1000; n=6). Como
estudos anteriores ja apontaram a ndo inducdo de toxicidade aparente com as
doses estipuladas em nossa investigacao [17], ndo foi realizado o procedimento
de DL50. Os camundongos dos grupos M 50, M 300 e M 1000, receberam a

Callycophyllum spruceanum por meio de gavagem por 5 dias consecutivos.



CON

sN=p8 *N=6
*AD *200mg/kg

eN=12
*MULATEIRO

sN=0
*MULATEIRO

eN=12
*MULATEIRO

L oo

Figura 1. Organograma resumido dos experimentos, representado pelos grupos e quantidades
de animais utilizados (N). O Grupo (CON) se refere ao grupo CONTROLE, composto por animais
sadios, em nimero de 6, tratados por gavagem com agua destilada (AD), o qual n&o foi induzido
com Diclofenaco de Sddio. A partir do Grupo NAC (N= 6 animais, tratamento com n-acetilcisteina
200mg/kg por via intraperitoneal) todos os grupos foram induzidos a nefropatia com Diclofenaco
de sddio. O Grupo NEF (Nefropatia induzida, os animais foram um total de 8 e tratados (300
mg/Kg) com &gua destilada (AD) assim como no grupo (CON). Grupos M50, M300 e M1000
foram respectivamente tratados com a espécie estudada (Mulateiro) nas dosagens de 50mg/kg;

300mg/kg e 1000mg/kg. O numero de animais tratados nesses grupos foram entre 6 a 12.

3.2.1 Obtencao dos extratos

a. Coleta e Identificacéo

O material botanico (casca de Calycophyllum spruceanum) foi
coletado em &rea particular no municipio de Bujari - AC situada na BR 364 km
52 (-9.984004759277505, -67.33434478593384 (Coordenadas do endereco de
coleta) [58]. Apoés coleta, exemplares da planta foram identificados e

depositados no Herbéario da UFAC sob o nimero 20307.
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Figura 2. Fotografia da planta Calycophyllum spruceanum (Mulateiro), extraida da regido

Amazdnica [53]

3.2.2 Secagem e Trituracao e Extracao

O material vegetal fresco foi seco em estufa a 45 °C e posteriormente triturado
em moinho tipo lamina, no Laboratério da Unidade de Tecnologia de Alimentos
da UFAC (Universidade Federal do Acre). Em seguida, foi realizada a pesagem
do material antes e apds cada procedimento precedente a extracdo. Também foi
feita a pesagem do extrato depois de liofilizado. O extrato hidroalcodlico da casca
de Calycophyllum spruceanum, casca (EHCSC) foi elaborado através do método
de percolagdo, no qual o material foi imerso em solvente extrator hidroalcodlico
a 70%, com volume suficiente para cobrir o material vegetal, em recipiente
fechado por 72 (setenta e duas) horas a temperatura ambiente. A cada 24 horas
realizou-se a filtragem do extrato e novamente acrescido solvente ao material
vegetal. O filtrado foi concentrado em evaporador rotativo a 45°C, sendo ao final
da evaporacao liofilizado e mantido sob refrigeracao [53].
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Figura 3. Fotografia da planta Calycophyllum spruceanum (Mulateiro) triturado conforme
pesquisa realizada no Laboratdrio da Unidade de Tecnologia de Alimentos da
UFAC [53].

Os extratos de Calycophyllum spruceanum (Mulateiro) utilizados nos
tratamentos foram diluidos na solugéo veiculo (agua destilada na proporcéo 0,1
mL de agua destilada para 10g de peso vivo do animal).

Durante o mesmo periodo, os grupos CON e NEF receberam a solucéo veiculo
(de agua destilada) por gavagem em substituicdo ao Mulateiro. O grupo NAC
recebeu por via intraperitoneal (i.p) N-acetilcisteina. Apos o 5° dia, todos os
grupos foram privados de agua por 16h e a partir deste tempo foi induzida a
nefropatia com o uso de Diclofenaco de sodico (AINE) (300 mg/kg i.p., dissolvido
em solucao salina).

Na data final do tratamento, os animais foram eutanasiados com injecéo
intraperitoneal (i.p.) de tiopental (100mg/Kg). A coleta de sangue foi realizada

por puncédo cardiaca no ventriculo direito para dosagens bioquimicas, AOPP.

RESTRICAO HIDRICA
POR 16 HORAS

_ - EUTANASIA
b D|$gf;[;‘li]$5c}) LRA 24 HORAS Tiopental
(100mg/Kg) I.P
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CON
N=6 N=6 oN=12 eN=12 N =6
eAD *200mg/kg *MULATEIRO ¢MULATEIRO *MULATEIRO
Figura 4. Organograma cronologico dos experimentos. Foram um total de 7 dias de

experimento (D1-D7). Do dia 1 ao 5 (D1-D5): tratamento dos animais com
solugdo AD por gavagem, N-acetilcisteina por via intraperitoneal ou Mulateiro
via gavagem. No dia 5/6 (D5 e D6): representam os dias de indugcdo da
nefropatia por Diclofenaco de sddio; as caixas retangulares acima representam
0s grupos e respectivos N e concentragdes de tratamentos realizados para cada
grupo durante os 5 primeiros dias e a seta inferior a ordem cronoldgica sobre a

inducé@o da Nefropatia induzida por AINES até a eutanasia do animal (D7).

3.3 Andlises Bioguimicas

O sangue coletado por meio de punc¢édo cardiaca foi imediatamente transferido
para tubos de poliestireno contendo EDTA e homogeneizados por inversao
vagarosa. Posteriormente foram centrifugados por 10 minutos a 3.500 rpm e 0
plasma coletado e armazenado a -20°C por 24h e a -80°C apés as 24hs até a
andlise. As concentracdes séricas de creatinina, uréia foram dosadas com seus
respectivos kits e todas as medidas foram realizadas por métodos laboratoriais

padronizados.
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Figura 5. Fotografia da centrifugacdo do sangue coletado para preparacdo do plasma
para realizagdo das concentragfes séricas de creatinina e ureia por métodos

laboratoriais padronizados — UVV.
3.4 Preparacao do homogenato renal para realizacdo da AOPP e TBARS

Apoés a eutandsia e perfusdo com PBS, os rins foram pesados e colocados em
tubos com 5x o seu peso de PBS. Para serem homogeneizados, os rins foram
colocados em tubos especificos para a lise de células que contém uma conta de
ceramica, que é agitada a 4 m/segundo durante 30 segundos (FastPrep-24 5G,
MP Biomedicals), a fim de romper a membrana das células e expor todo o
conteudo intracelular para a realizagdo dos experimentos. ApoOs
homogeneizacgao, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 7 min a 4°C. O

sobrenadante foi retirado e armazenado em -80°C até o momento da andlise.
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Figura 6. Preparacdo do homogenato utilizando o Fastprep, em parceria com o Instituto
Federal do Espirito Santo (IFES, Campus Vila Velha)

3.5 Avaliacdo do estresse oxidativo através dos produtos proteicos de

oxidacao avancada (AOPP)

Para a determinacgdo dos niveis AOPP foram necessarias a diluicdo do plasma
1:1 e dos rins em 1:10 em PBS. Foram adicionadas em uma placa de 96 poc¢os
de fundo chato 40 pL das amostras, 160uL de acido citrico anidro 0,20M e 10 L
de iodeto de potéassio (KI) 1,16M. Em seguida, agitada a placa manualmente
durante 2 minutos e a leitura da absorbancia e realizard em comprimento de
onda de 340nm, em um leitor de microplacas (Spectra-Mas-190, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA), contra o branco contendo 200 pL de acido citrico
anidro 0,20M e 10 uL de KI. O conteudo de AOPP foi calculado com base numa
curva padréo realizada com equivalentes de cloramina T. Os resultados foram
expressos em UM de cloramina T/mg proteina. A quantificacdo de proteinas

totais foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).
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3.6 Determinacdo da peroxidacédo lipidica através de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A peroxidacao lipidica no plasma e nos rins foi mensurada através da reacao de
seus produtos com o acido tiobarbiturico (TBA). Para isso, 43 yL de amostra,
tanto plasma quanto homogenato renal, reagiu com 77 pL de &acido perclorico
7% em um tubo de poliestireno e foi centrifugada por 10 minutos a 3.500 rpm.
Apoés os 10 minutos, 94 pL do sobrenadante foi passado para outro tubo de
poliestireno e adicionado 106 pl de TBA 0,06% e em seguida homogeneizado
com um vortex. Os tubos ficaram em banho-maria por 1 hora a 95°C e depois
foram pipetados em uma placa de 96 pocos e a leitura realizada em leitor de
ELISA (Spectra-Mas-190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) a 532 nm. A
quantificacdo da peroxidacédo lipidica foi calculada com base em uma curva
padrdo realizada com o malondialdeido (MDA), principal produto formado pela
guebra de acidos graxos polinsaturados e normalizada com a quantificacdo de

proteinas totais realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

3.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + EPM (erro padrdao da média). As
médias dos valores comparando os diferentes grupos foram analisados
estatisticamente por ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc de Tukey. As

diferengas serao consideradas significantes quando p<0,05.
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4.0 RESULTADOS

4.1 - Avaliagao do efeito nefroprotetor do Mulateiro

Assim como o proposto, foi observado que a nefropatia induzida por diclofenaco
promoveu aumento nos valores da ureia plasmética no grupo NEF (130 £ 18, p
<0,05), figura 7. O fato interessante é que o Mulateiro foi capaz de reduzir a
uremia de uma forma dose-dependente apresentando um efeito preventivo
apenas com a dose mais alta (M1000), com reducao de cerca de 30% da ureia
sérica (p>0.05 vs controle). Convém observar que na dose mais baixa (50
mg/Kg), a nefropatia ainda foi observada nesse grupo, com ureia com quase 2.5x

o valor basal de ureia sérica (132 vs 57 mg/dL ,p<0.05).
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Figura 7. Quantificacé@o de ureia plasmatica nos grupos experimentais. Os valores sdo expressos
no grafico de barras como média + EPM para n = 6-12 animais por grupo. *p<0,05 vs. grupo com
(ANOVA uma via, seguida do post-hoc de Tukey).

Quanto ao outro biomarcador classico de fungéo renal, a figura 8 exibe os valores
de creatinina sérica, apresentando um comportamento de resultado semelhante
ao obtido com a ureia sérica. Os grupos NEF apresentaram valores maiores de
creatinina sérica quando comparados ao controle (0.72 vs. 0.45 mg/dL, p<0.05,

respectivamente). De forma andéloga, o tratamento com Mulateiro impediu o
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aumento da creatinina em 25% somente apenas na maior dose (M1000, p>0.05
vs controle), e com a menor dosagem (M50) ndo impediu 0 aumento da
creatinina (M50: 0,78 + 0,11; M300: 0,66 + 0,06 e M1000: 0,53 + 0,05 mg/dL, p
<0,05).
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Figura 8. Quantificacdo de creatinina plasmatica nos grupos experimentais. Grafico de barras:
os valores sdo expressos como média + EPM para n = 6-12 animais por grupo. *p<0,05 vs. grupo
CON (ANOVA uma via, seguida do post-hoc de Tukey).

4.2 — O Mulateiro previne o estresse oxidativo apos a indugao de nefropatia

com Diclofenaco de sédio em camundongos sui¢co

De acordo com a Figura 9, o grupo NEF apresentou incremento de proteinas
oxidadas séricas em comparacao ao grupo controle (NEF: 1,6 £ 0,13 vs. CON:
1,08 £ 0,09 umol/mg proteina, p <0,05). No entanto, o tratamento padrdo com
NAC e Mulateiro reduziram os niveis séricos de AOPP, em todas as doses

estudadas, assim como o tratamento convencional com NAC. Portanto, em
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relacdo a estratégia preventiva antioxidante aguda com Mulateiro, foi observado
um efeito expressivo mesmo em doses mais baixas (50 mg/Kg) agudo

antioxidante.
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Figura 9. Quantificagdo da oxidac&o proteica no tecido renal (AOPP), que apenas o Mulateiro
na dose mais alta mostra efeitos antioxidantes. Os valores séo apresentados como média + EPM
para n = 6-12 animais por grupo. *p <0,05 vs. grupo CON e p <0,05 vs. grupo NEF(ANOVA de

uma via seguida do post-hoc de Tukey).

Observado a figura 10, podemos analisar um aumento de 63% da oxidag&o
lipidica do grupo NEF em relacdo ao grupo controle (0,36 vs 0,22, p<0.05,
respectivamente). De maneira analoga ao observado com a oxidacéo proteica,
foi observado que em todas as doses estudadas, o mulateiro foi capaz de

prevenir a oxidacao lipidica de animais subsmetidos a nefropatia por diclofenaco

(M50: 0,22 + 0,01; M300: 0,22 + 0,01 e M1000: 0,17 + 0,02 pmol MDA/mg de

proteina, p >0,05 vs. controle).
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Figura10  Analise de TBARS em grupos controle, Nefro e com Mulateiro induzido
nefropatia com diclofenaco de sédio, observa-se um aumento nos niveis
de stress oxidativo entre os animais do grupo Nefro (NEF) em relacéo ao

grupo controle.

Além da observacdo de estresse oxidativo tecidual por oxidacdo proteica e
lipidica, investigamos se 0 mulateiro também poderia refletir em reducdo do
estresse oxidativo sérico. Curiosamente, esse extrato foi capaz de reduzir a
oxidacao lipidica de forma expressiva em todas as doses estudadas quando
comparado ao grupo de nefropatia (M50: 0,13 + 0,03; M300: 0,08 + 0,02 e
M1000: 0,14 + 0,02 umol MDA/mg de proteina, vs. Nefropatia NEF: 0,45 + 0,02
pumol MDA/mg de proteina, p <0,05), assim como o tratamento convencional com
NAC (0,14 + 0,02, p<0.05).

0.5



20

5 DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos um possivel papel nefroprotetor do extrato da espécie
da Callycophyllum spruceanum (Mulateiro), ricos em polifendis, no contexto da
nefropatia induzida por antiinflamatérios com objetivo de obter dados que

mostrem sua influéncia por diversos tipos de marcadores fisiologicos.

Devido ao seu importante efeito antioxidante e com estudos prévios in vitro e in
vivo (com efeitos analsgésicos, antiinflamatérios) [53], a Callycophyllum
spruceanum (Mulateiro), é um produto vegetal atrativo para investigacao,
justificando a espécie escolhida. Seu potencial papel nefroprotetor associado ao
seu ja conhecido efeito anti-inflamatério, poderia explicar essa espécie como
potencialmente interessante a ser explorada para tratamentos de inflamagdes

cronicas tanto na area veterinaria quanto em humanos.

Portanto, no modelo de nefropatia induzida por anti-inflamatérios (no caso o
Diclofenaco de sédio), esta planta poderia ser um potencial substituto para
promover efeito anti-inflamatério sem o risco de nefropatia, haja vista 0 uso
indiscriminado de AINES no Brasil e a necessidade de busca por produtos

vegetais que possam apresentar efeito nefroprotetor.

Através dos resultados inéditos obtidos, podemos considerar que em resposta
aguda, o Mulateiro ndo apresenta um efeito nefroprotetor importante. Apesar da
caracterizagdao do efeito dose-dependente do Mulateiro, encontrar efeito
nefroprotetor com o Mulateiro apenas na dose de 1000 mg/Kg podemos afirmar
que um efeito pouco expressivo. A justificativa dessa observacdo esta
fundamentda nos estudos de Reagan-Shaw et al.,(2008), que através de
calculos de peso dos animais e area de superficie corpdrea pode-se converter a
dose de animais para humanos e vice-versa. Adose de 1000 mg/kg se convertida
para humanos, conforme Shannon Reagan-Shaw at.al, equivaleria a um
consumo de 5,7 g/dia [54] de Mulateiro, o que seria considerado uma quantidade
muito alta desse fitoterapico para ser administrada diariamente. E ainda que
utilizadssemos doses de 300mg/Kg, seria de 1.7g desse fitoterapico. Em suma,
podemos afirmar que embora apresente eficacia como nefroprotetor, possui

baixa poténcia (devido a elevada dose necessaria para se observar efeito).
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Quanto as propriedades antioxidantes do Mulateiro, em nosso estudo foi
possivel confirmar esse importante efeito em um modelo experimental de
nefropatia, até mesmo em baixas doses do extrato. Fato interessante é que
apesar da discreta acado nefroprotetora, a acido antioxidante foi marcante
independentemente da dose utilizada. Assim como a ocorréncia de elevada
quantidade de flavonodides e conteudos fendlicos, na planta de espécie de alta
altitude Skimmia anquetilia, que apresentou fortes propriedades antioxidantes,

levando a atividade hepatoprotetora e nefroprotetora [66].

Conforme a Figura 9, em relacdo a estratégia preventiva do Mulateiro, foi
observado um efeito agudo antioxidante, provavelmente. Porém esse efeito
antioxidante nem sempre estad correlacionado com melhora funcional, pois
filtracdo glomerular/secrecao tubular ndo apresentou melhora, apesar do efeito
antioxidante ser observado até na dose mais baixa (50 mg/Kg). Esses resultados
contrastam com resultados observados por outras espécies recentemente
investigadas pelo nosso grupo de pesquisa. Por exemplo, foi analisado o efeito
nefroprotetor da Virola com a partir de 100 mg/Kg (10 x menos) [55]. Em outro
estudo foi observado o efeito nefroprotetor da Silimarina a partir de 50 mg/Kg (20

X menos) [56].

A hipo6tese desse projeto foi que diante da acdo antioxidante conhecida do
extrato do Mulateiro, pudéssemos identificar um importante efeito nefroprotetor.
Entretanto, ndo se apresentou expressivo. Assim como o mulateiro, temos um
grupo que faz screening de diversos potenciais extratos vegetais. A
Callycophyllum spruceanum (Mulateiro), sendo especialmente escolhida, néo
apresentou portanto uma finalidade para promover a substituicdo do efeito anti-
inflamatorio sem risco de nefropatia. Por outro lado, ndo se descarta a proposta
de explorar este extrato como um potente antioxidante renal em pacientes

nefropatas ou que estejam sob uso de AINES.

Estudos sobre essa planta precisam ser mais aprofundados em diversos
aspectos, quanto as suas indicagdes e utilizacdo em potencial em tratamentos

de uso cronicos para analisar uma possivel diferenca de parametros.
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6. CONCLUSAO

Em resumo, este estudo demonstra pela primeira vez que o extrato vegetal do
Mulateiro diminui o dano oxidativo sistémico e renal preservando a funcao renal
de forma dose-dependente (sendo apenas observado em doses elevadas de
1000 mg/Kg). Portanto, o Mulateiro pode ter aplicagdes clinicas promissoras
contra a nefropatia induzida por diclofenaco mais pelas propriedades

antioxidantes do que pela protegao da funcionalidade (clearance) renal.
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