
 

UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO NEFROPROTETOR DA CALYCOPHYLLUM 

SPRUCEANUM (MULATEIRO) EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS À 

NEFROPATIA POR DICLOFENACO DE SÓDIO 

 

 

 

 

 

 

DAYANE  BERTOLLO COZER  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VILA VELHA 

FEVEREIRO/ 2024 



 
 

UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO NEFROPROTETOR DA CALYCOPHYLLUM 

SPRUCEANUM (MULATEIRO) EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS À 

NEFROPATIA POR DICLOFENACO DE SÓDIO 

 

 

Dissertação apresentada à Universidade 
Vila Velha, como pré-requisito do 
Programa de Pós-graduação em Ciências 
Farmacêuticas, para a obtenção do grau de 
Mestra em Ciências Farmacêuticas. 

 

 

DAYANE BERTOLLO COZER 

 

 

 

 

 

 

 

 

VILA VELHA 

FEVEREIRO / 2024 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedicatória: Dedico esta pesquisa a todos 

meus familiares e pacientes e profissionais 

da área que de alguma forma servirá para 

ampliar os estudos sobre esse tema. 

 

 



 

AGRADECIMENTOS 

 

 

À Deus em primeiro lugar, por estar sempre ao meu lado nos dias mais lindos e 

difíceis. 

Aos meus filhos Vitor e Maria Clara, que tão pequenos podem entender o quanto 

é importante fazermos nosso trabalho da melhor forma possível mesmo que 

precisamos nos sacrificar um pouco. 

Ao meu Pai, Anildo Cozer, in memoriam, agradeço por todo incentivo ao estudo, 

toda capacidade de entendimento e sabedoria, e todo legado que deixou. 

A minha Mãe, Laudete por estar sempre presente, e incentivando o meu 

crescimento. 

As minhas irmãs por serem exemplos de garra e determinação a seguir. 

Ao Professor Thiago por ter me possibilitado tanto conhecimento ao longo desse 

período, e a todos os Professores envolvidos nessa Pós-Graduação.  

Aos amigos que sempre presente incentivam minha caminhada, mesmo 

distantes, estão a fazer grande diferença na minha vida. 

Bom caminho a todos nós, e o meu “Muito Obrigada” por tudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

 

LISTA DE FIGURAS................................................................................... ......i 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS..........................................................iv 

RESUMO...........................................................................................................v 

ABSTRACT......................................................................................................vi 

1. INTRODUÇÃO...............................................................................................1 

2. OBJETIVOS...................................................................................................7 

2.1. OBJETIVO GERAL.....................................................................................7 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS.......................................................................7 

3. MATERIAIS E MÉTODOS.............................................................................8 

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS........................................................................8 

3.2 GRUPOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL........................................8 

3.3 ANÁLISES BIOQUÍMICAS.........................................................................12 

3.4 PREPARAÇÃO DO HOMOGENATO RENAL PARA REALIZAÇÃO DA AOPP 

E TBARS..........................................................................................................13 

3.5 AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO ATRAVÉS DOS PRODUTOS 

PROTEICOS DE OXIDAÇÃO AVANÇADA (AOPP).........................................14 

3.6 DETERMINAÇÃO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA ATRAVÉS DE 

SUBSTÂNCIAS REATIVAS AO ÁCIDO TIOBARBITÚRICO (TBARS).............15 

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA.............................................................................15 

4.RESULTADOS...............................................................................................16 

5.DISCUSSÃO..................................................................................................20 

6.CONCLUSÃO.................................................................................................22 

7 REFERÊNCIAS.............................................................................................23 



i 
 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

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 número de 6, tratados por gavagem com 

água destilada (AD). Este grupo não foi induzido com 

Diclofenaco de Sódio. A partir do Grupo NAC (N: de 6 

animais, tratamento com n-acetilcisteína 200mg/kg por via 

intraperitoneal) todos os grupos foram induzidos à 

nefropatia com Diclofenaco de sódio. O Grupo NEF 

(Nefropatia induzida, os animais foram um total de 8 e 

tratados com água 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 número de animais 

tratados nesses grupos foram entre 6 a 12 (N). 
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Figura 2. Fotografia da planta Calycophyllum spruceanum (Mulateiro) 

[53] 
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Figura 3. Fotografia da planta Calycophyllum spruceanum (Mulateiro) 

triturado conforme pesquisa realizada no Laboratório da 

Unidade de Tecnologia de Alimentos da UFAC [53] 
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Figura 4. Organograma cronológico dos experimentos. Foram um 

total de 7 dias de experimento (D1-D7). Do dia 1 ao 5 (D1-

D5): tratamento dos animais com solução AD por gavagem, 

n-acetilcisteína por via intraperitoneal ou Mulateiro via 

gavagem. No dia 5/6  (D5 e D6): representam os dias de 

indução da nefropatia por Diclofenaco de sódio; as caixas 

retangulares acima representam os grupos e respectivos N 

e concentrações de tratamentos realizados para cada grupo 

durante os 5 primeiros dias e a seta inferior a ordem 
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cronológica sobre a indução da Nefropatia induzida por 

AINES até a eutanásia do animal (D7). 

 

   

Figura 5. Fotografia da centrifugação do sangue coletado para 

preparação do plasma para realização das concentrações 

séricas de creatinina e uréia por métodos laboratoriais 

padronizados – UVV. 
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Figura 6.  Fotografia da preparação do Homogenato Renal – UVV. 
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experimentais. Os valores são expressos no gráfico de 
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*p<0,05 vs. grupo CON, p<0,05 vs. grupo NEF e p<0,05 vs. 

grupo NAC (ANOVA uma via, seguida do post-hoc de 

Tukey). 
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Figura 9.   Quantificação da oxidação proteica do soro (AOPP), que 
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Figura 10.  Análise de TBARS em grupos controle, Nefro e com 

Mulateiro induzido nefropatia com diclofenaco de sódio, 

observa-se um aumento nos níveis de strees oxidativo entre 

os animais do grupo Nefro (NEF) nos tempos 7 dias em 
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RESUMO 

 

COZER, DAYANE BERTOLLO, M.Sc, Universidade Vila Velha – ES, fevereiro 
2024. AVALIAÇÃO DO EFEITO NEFROPROTETOR DA CALYCOPHYLLUM 
SPRUCEANUM (MULATEIRO) EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS À 
NEFROPATIA POR DICLOFENACO DE SÓDIO. Orientador: Thiago de Melo 
Costa Pereira. 
 
A nefropatia induzida por antiinflamatórios pode levar a perda da função renal 
em pacientes submetidos ao uso prolongado de AINES, para os quais ainda não 
há uma proteção eficaz analisada em estudos anteriores. Neste estudo, 
objetivamos avaliar o possível papel nefroprotetor do antioxidante mulateiro, um 
produto natural extraído das cascas da espécie da região Amazônica 
Calycophyllum Spruceanum. Camundongos suíços machos adultos foram 
separados em 6 grupos e pré-tratados oralmente com mulateiro (50, 300 e 1000 
mg/kg), N-acetilcisteína (200 mg/kg) via intraperitoneal ou veículo (NIC e 
controle) durante 5 dias antes da indução da nefropatia induzida por AINES. A 
função renal foi quantificada pelos níveis plasmáticos de creatinina e ureia. Foi 
quantificada também através de biomarcadores indiretos (lipídicos e proteicos) 
a intensidade de estresse oxidativo, nos rins de animais dos grupos estudados.  
por meio de marcadores de oxidação lipídica (TBARS) e proteica (AOPP). Este 
estudo demonstra pela primeira vez que o extrato vegetal do Mulateiro diminui o 
dano oxidativo sistêmico e renal preservando a função renal de forma dose-
dependente (sendo apenas observado em doses elevadas de 1000 mg/Kg). 
Portanto, o Mulateiro pode ter aplicações clínicas promissoras contra a 
nefropatia induzida por diclofenaco mais pelas propriedades antioxidantes do 
que pela proteção da funcionalidade (clearance) renal. 
 
Palavras-chave: nefropatia induzida por anti-inflamatórios (AINES), lesão 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 
 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Os anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) são medicamentos amplamente 

utilizados tanto no Brasil quanto no cenário mundial [1,2,3]. Contudo, a crescente 

popularidade dessas drogas, somada aos efeitos adversos nos rins, tem 

levantado preocupações 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, é importante reconhecer 

que, mesmo em doses terapêuticas, os AINES podem apresentar riscos 

associados à função renal justificando o crescente número de estudos nesta área 

nos últimos anos [4,5]. 

 

Dentre os AINEs mais consumidos no mundo, o ibuprofeno está 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 é o fármaco explorado em 

nossa investigação. Como AINE não seletivo, o diclofenaco possui propriedades 

analgésicas, antipiréticas, além das clássicas propriedades anti-inflamatórias. 

No entanto, tem sido associado ao desenvolvimento de insuficiência renal aguda 

(IRA), conforme demonstrado por vários estudos experimentais [60,61] além de 

clínicos [6,7]. 

 

A ação farmacológica dos AINEs depende da dose e do tempo utilizado, o que 

predispõe acometimento de órgãos específicos, sendo o rim, o segundo mais 

acometido depois da mucosa gástrica. Portanto, é uma das drogas que, se 

utilizada em longo prazo, aumenta a morbidade principalmente de idosos, visto 

que utilizam vários medicamentos (anti-hipertensivos, antidepressivos, 

anticoagulantes, lítio) que ainda podem gerar interações medicamentosas, por 

diversos mecanismos [8]. Esses pacientes têm alta probabilidade de desenvolver 

lesão renal, que pode ser transitória ou irreversível, podendo comprometer a 

habilidade de excreção de fármacos co-administrados [62]. Um grupo de 

pacientes ainda mais vulnerável ao impacto dos AINES são as pessoas com 

doença renal crônica, que podem apresentar um aumento de 3 a 4 vezes de 

riscos de efeitos adversos [9]. 
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1.1 Como os AINES podem comprometer a função renal? 

 

A vasodilatação renal induzida por PGs é crítica para a manutenção de uma 

adequada perfusão renal, por meio de PGE2 e PGI2. As principais alterações 

hidroeletrolíticas e acidobásicas provocadas por essa classe são a retenção 

sódica (causando edema e hipertensão), hipercalemia e acidose metabólica 

decorrentes da menor atividade de COX-1 e COX-2 [15].  

 

Fatores de risco, como comorbidades e a idade avançada, geram pacientes mais 

suscetíveis aos efeitos adversos dos AINEs, haja vista a perda característica de 

néfrons nesses casos [10]. Assim, tais fatores, combinados com os efeitos 

vasoconstritores renais resultantes da inibição das prostaglandinas, podem 

levar, em pacientes idosos, a desordens renais, como a síndrome nefrótica, a 

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

 

A inibição de prostaglandinas renais resulta em deterioração aguda da função 

renal após a ingestão de AINEs. Exemplos de relatórios de toxicidade humana 

incluem evidências de que o uso de diclofenaco por mulheres grávidas afeta a 

função renal até mesmo em recém-nascidos [16]. Há relatos também em adultos 

sem história prévia ou fatores de risco para doença renal, que o diclofenaco 

também induz nefrotoxicidade [17,18]. Em grupos mais vulneráveis, já foram 

descritos casos de intoxicação em pacientes pediátricos [19] e idosos com 

desenvolvimento de complicações renais [18].  Quanto a reversibilidade dessas 

lesões os achados clínicos são discrepantes. Por exemplo, um paciente 

apresentou lesão tubular aguda transitória induzida por diclofenaco, que foi 

revertida após a retirada do diclofenaco [6]. Por outro lado, lesões renais agudas 

(LRA) por AINES podem levar à recuperação renal incompleta e até mesmo 

acelerar a progressão para doença renal crônica (DRC) [20]. A IRA é definida 

como redução ou perda súbita da função renal, resultando em inabilidade em 

excretar compostos nitrogenados [11,12] acompanhada ou não da diminuição da 

diurese e falha da capacidade de concentrar a urina [13]. A IRA é caracterizada 

por ocorrer dentro de horas ou dias após a exposição ao agente agressor e 

geralmente é causada por agressão de origem tóxica ou isquêmica sobre os rins, 

capaz de provocar lesão nas células epiteliais do túbulo contorcido proximal 
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(TCP) e porção ascendente da alça de Henle, prejudicando a regulação do 

equilíbrio hidroeletrolítico e ácido base [14]. 

 

Em animais experimentais (como em camundongos), o diclofenaco induz a 

ativação do fator nuclear κB (NF-κB) e assim, produção de citocinas pró-

inflamatórias dependentes de NF-κB, que, em última análise, pode contribuir 

para apoptose das células renais [21]. Além disso, sabe-se que o efeito 

nefrotóxico do diclofenaco também envolve o comprometimento da função 

mitocondrial no rim, que medeia espécies reativas de oxigênio (ROS), gerando 

estresse oxidativo (desequilíbrio entre a geração de compostos oxidantes e a 

atuação dos sistemas de defesa antioxidantes), fragmentação induzida do DNA, 

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

 

Em suma, estudos já demonstram que o direto efeito da lesão renal induzida por 

diclofenaco vai além da inibição da síntese de prostaglandinas:  há também um 

efeito direto nas mitocôndrias renais, levando à produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) causando lesões de DNA e apoptose [22,24]. Esta 

compilação de dados levantam a preocupação sobre os efeitos citotóxicos 

relacionados ao uso crônico, abuso e/ou overdose de AINEs, como o 

diclofenaco. 

 

1.2 Consequências da netropatia induzida por AINES 

 

Os agentes nefrotóxicos interferem nas funções essenciais das células 

tubulares, causando lesão e morte celular [25]. A isquemia renal promove 

insuficiência de substrato e hipóxia celular, que provoca degradação da  

adenosina trifosfato (ATP) intracelular para adenosina difosfato e adenosina 

monofosfato (AMP). O AMP pode ser degradado posteriormente a outros 

nucleotídeos de adenina que se difundem para fora da célula impedindo a 

síntese de novo ATP [26]. Com isso, a redução intracelular de ATP leva a danos 

metabólicos graves e alterações estruturais nas células tubulares renais, como 

o aumento intracelular de cálcio e a produção de radicais livres que ativam as 

proteases e fosfolipases levando a subsequente dano celular [27,28].  
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Todas essas alterações nos rins podem contribuir para o desenvolvimento de 

necrose tubular aguda (NTA) ou apoptose. Na apoptose, a célula se desintegra 

em vesículas ligadas por membrana contendo os detritos celulares chamadas 

corpos apoptóticos, que são fagocitados sem causar lesão tecidual ou 

inflamação [29,30].  

 

Pode haver a progressão de pacientes que não interrompem AINEs quando 

apresentam nefrite intersticial aguda e fibrose intersticial [31]. Um estudo recente 

em população idosa mostra que, independentemente da classe do AINE (se 

seletivo para COX-1 ou não) 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 população se dá, principalmente, pela crença de que estes produtos 

são isentos de efeitos colaterais e que podem ser eficazes em casos onde a 

medicina tradicional não atendeu ao esperado (o que nem sempre é confirmado 

cientificamente) [34,35]. Por outro lado, não se pode desprezar a gama de 

substâncias potencialmente protetoras que podem ainda estar contidas em 

diversas espécies da biodiversidade mundial, especialmente em nosso país e 

que devem ser exploradas em investigações experimentais, contribuindo ainda 

mais para o desenvolvimento da etnofarmacologia [57]. 

 

Como consequência, o interesse acadêmico pelo estudo de espécies vegetais e 

seu uso tradicional em diferentes partes do mundo também tem crescido, 

visando o uso dos princípios ativos como protótipo para o desenvolvimento de 

novos fármacos, sejam eles sintéticos, quimicamente modificados, e até mesmo 

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

 

Para a validação do uso de plantas no tratamento de doenças, os estudos, 

etnobotânicos, etnofarmacológicos químicos, farmacológicos e toxicológicos são 

de grande importância, pois fornecem resultados importantes na pesquisa de 
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novos produtos ativos de origem vegetal contribuindo na seleção de espécies de 

plantas a serem avaliadas [40,41]. 

 

As pesquisas voltadas para o desenvolvimento de formas farmacêuticas 

contendo produtos derivados de plantas medicinais, com eficácia, segurança e 

qualidade constante têm conquistado um número crescente de pesquisadores 

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

 

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

escorregamacaco e pau-marfim), mulateiro 

 

Nesse estudo, será avaliada a aplicabilidade da Calycophyllum spruceanum que 

é uma espécie natural da região amazônica, conhecida no Brasil como pau-

mulato, mulateiro, pau-mulato-de-várzea, “escorrega macaco” e pau-marfim 

[43,44,45].  

 

Várias ações biológicas são citadas no uso popular, principalmente a aplicação 

sobre a pele com função anti-inflamatória e antimicrobiana [46]. Inclui também o 

uso contraceptivo, chá para prevenção de envelhecimento, controle de doenças 

gástricas e uterinas, distúrbios do aparelho geniturinário, hipercolesterolemia, 

disfunções da  tireóide e para tratar diabetes [47,48]. Além dessa ampla gama 

de doenças, também tem sido amplamente apreciada por suas funções 

cosmetológicas, 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 

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

 

Por meio de espectrometria de massa e cromatografia líquida, com a amostra da 

planta, estudos comprovam a presença de derivados cafeoilquínicos 

(POLIFENÓIS), pequenos ácidos orgânicos, além de outros seis compostos 

fenólicos [64]. 

 

Em recente estudo foi verificado através de prospecção fotoquímica preliminar 

do extrato bruto da casca da Callycophyllum spruceanum (Mulateiro), a presença 
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de taninos catéquicos, flavonóides, alcaloides, depsídeos e depsidonas. No 

extrato bruto das folhas revelou-se a presença de taninos catéquicos, depsídeos 

e depsidonas, derivados da cumarina e alcaloides [65] 

 

Estudos com a espécie, demonstraram uma poderosa capacidade antioxidante 

de Callycophyllum spruceanum (Mulateiro), comparável a dos antioxidantes 

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

 

Neste estudo, investigamos um possível papel nefroprotetor desse composto da 

Callycophyllum spruceanum (Mulateiro), ricos em polifenóis, no contexto da 

nefropatia induzida por antiinflamatórios com objetivo de obter dados que 

demonstrem sua influência nefroprotetora através de diferentes tipos de 

biomarcadores fisiológicos.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Investigar em camundongos Swiss machos, possível efeito nefroprotetor da 

Calycophyllum Spruceanum (Mulateiro) quando submetidos a lesão renal aguda 

por anti-inflamatório - AINEs. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Revisar na literatura possíveis aplicações antioxidantes da espécie da região 

Amazônica Calycophyllum Spruceanum; 

 

- Revisar na literatura possíveis investigações na área de nefroproteção da 

espécie Calycophyllum Spruceanum; 

 

- Determinar as concentrações 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 é mais eficaz na 

nefroproteção comparada à terapia convencional com N-acetilcisteína (NAC); 

 

- Quantificar através de biomarcadores indiretos (lipídicos e proteicos) a 

intensidade de estresse oxidativo, nos rins de animais dos grupos estudados.  

por meio de marcadores de oxidação lipídica (TBARS) e proteica (AOPP); 

 

- Mensurar através de biomarcadores indiretos (lipídicos) a intensidade de 

estresse oxidativo no plasma de animais dos grupos estudados.  por meio de 

marcadores de oxidação lipídica (TBARS). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais experimentais 

 

Foram utilizados camundongos suíços machos, pesando entre 30-45g, 

provenientes do Laboratório de Acompanhamento Experimental do Complexo 

Biopráticas da Universidade Vila Velha – UVV. Os animais ficaram alocados em 

gaiolas plásticas com maravalhas, à temperatura de 22 ± 2°C e umidade (60 ± 

10%), com ciclos claro/escuro de 12 horas, controlados automaticamente e em 

ambiente com exaustão de ar. Os camundongos foram alimentados com ração 

comercial padrão para roedores (Nutri Laboratório Roedores - Nutriave) ad 

libitum e tiveram livre acesso a água potável até o início do tratamento. Os 

experimentos realizados foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso Animal 

(CEUA-UVV, protocolo nº 667-2023). 

 

3.2 Grupos e delineamento experimental 

 

Para indução da Lesão 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-acetilcisteína 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 já apontaram a não indução de toxicidade aparente com as 

doses estipuladas em nossa investigação [17], não 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.  
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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 número de 6, tratados por gavagem com água destilada (AD), o qual não foi induzido 

com Diclofenaco de Sódio. A partir do Grupo NAC (N= 6 animais, tratamento com n-acetilcisteína 

200mg/kg por via intraperitoneal) todos os grupos foram induzidos à nefropatia com Diclofenaco 

de sódio. O Grupo NEF (Nefropatia induzida, os animais foram um total de 8 e tratados (300 

mg/Kg) com água 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 número de animais tratados nesses grupos foram entre 6 a 12. 

 

3.2.1 Obtenção dos extratos 
 

 a. Coleta e Identificação 

 

O material botânico (casca de Calycophyllum spruceanum) foi 

coletado em área particular no município de Bujari - AC situada na BR 364 km 

52 (-9.984004759277505, -67.33434478593384 (Coordenadas do endereço de 

coleta) [58].  Após coleta, exemplares da planta foram identificados e 

depositados no Herbário da UFAC sob o número 20307. 
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Figura 2. 

 

Fotografia da planta Calycophyllum spruceanum (Mulateiro), extraída da região 

Amazônica [53] 

 

3.2.2 Secagem e Trituração e Extração  

 

O material vegetal fresco foi seco em estufa a 45 °C e posteriormente triturado 

em moinho tipo lâmina, no Laboratório da Unidade de Tecnologia de Alimentos 

da UFAC (Universidade Federal do Acre). Em seguida, foi realizada a pesagem 

do material antes e após cada procedimento precedente à extração. Também foi 

feita a pesagem do extrato depois de liofilizado. O extrato hidroalcoólico da casca 

de Calycophyllum spruceanum, casca (EHCSC) foi elaborado através do método 

de percolação, no qual o material foi imerso em solvente extrator hidroalcoólico 

a 70%, com volume suficiente para cobrir o material vegetal, em recipiente 

fechado por 72 (setenta e duas) horas à 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 45ºC, sendo ao final 

da evaporação liofilizado e mantido sob refrigeração [53]. 
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Figura 3. Fotografia da planta Calycophyllum spruceanum (Mulateiro) triturado conforme 

pesquisa realizada no Laboratório da Unidade de Tecnologia de Alimentos da 

UFAC [53]. 

 

Os extratos de Calycophyllum spruceanum (Mulateiro) utilizados nos 

tratamentos foram diluídos na solução veículo (água destilada na proporção 0,1 

mL de água destilada para 10g de peso vivo do animal).  

Durante o mesmo período, os grupos CON e NEF receberam a solução veículo 

(de água destilada) por gavagem em substituição ao Mulateiro. O grupo NAC 

recebeu por via intraperitoneal (i.p) N-acetilcisteína. Após o 5º dia, todos os 

grupos foram privados de água por 16h e a partir deste tempo foi induzida a 

nefropatia com o uso de Diclofenaco de sódico (AINE) (300 mg/kg i.p., dissolvido 

em solução salina).  

Na data final do tratamento, os animais foram eutanasiados com injeção 

intraperitoneal (i.p.) de tiopental (100mg/Kg). A coleta de sangue foi realizada 

por punção cardíaca no ventrículo direito para dosagens bioquímicas, AOPP. 
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Figura 4. Organograma cronológico dos experimentos. Foram um total de 7 dias de 

experimento (D1-D7). Do dia 1 ao 5 (D1-D5): tratamento dos animais com 

solução AD por gavagem, N-acetilcisteína por via intraperitoneal ou Mulateiro 

via gavagem. No dia 5/6  (D5 e D6): representam os dias de indução da 

nefropatia por Diclofenaco de sódio; as caixas retangulares acima representam 

os grupos e respectivos N e concentrações de tratamentos realizados para cada 

grupo durante os 5 primeiros dias e a seta inferior a ordem cronológica sobre a 

indução da Nefropatia induzida por AINES até a eutanásia do animal (D7). 

 

 

3.3 Análises Bioquímicas 

 

O sangue coletado por meio de punção cardíaca foi imediatamente transferido 

para tubos de poliestireno contendo EDTA e homogeneizados por inversão 

vagarosa. Posteriormente foram centrifugados por 10 minutos a 3.500 rpm e o 

plasma coletado e armazenado a -20°C por 24h e a -80°C após as 24hs até a 

análise. As concentrações séricas de creatinina, uréia foram dosadas com seus 

respectivos kits e todas as medidas foram realizadas por métodos laboratoriais 

padronizados. 

 

CON

•N = 6

•AD

NAC

•N = 6

•200mg/kg

NEF

•N = 8 

•AD

M50

•N = 12

•MULATEIRO

M300

•N = 12 

•MULATEIRO

M1000

•N = 6 

•MULATEIRO
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Figura 5. Fotografia da centrifugação do sangue coletado para preparação do plasma 

para realização das concentrações séricas de creatinina e ureia por métodos 

laboratoriais padronizados – UVV. 

 

3.4  Preparação do homogenato renal para realização da AOPP e TBARS  

 

Após a eutanásia e perfusão 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 específicos para a lise de células que contêm uma conta de 

cerâmica, 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 

conteúdo intracelular para a realização dos experimentos. Após 

homogeneização, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 7 min a 4ºC. O 

sobrenadante foi retirado e armazenado em -80ºC até o momento da análise. 
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Figura 6. Preparação do homogenato utilizando o Fastprep, em parceria com o Instituto 

Federal do Espírito Santo (IFES, Campus Vila Velha) 

 

 

3.5 Avaliação do estresse oxidativo através dos produtos proteicos de 

oxidação avançada (AOPP)  

 

Para a determinação dos níveis AOPP foram necessárias a diluição do plasma 

1:1 e dos rins em 1:10 em PBS. Foram adicionadas em uma placa de 96 poços 

de fundo chato 40 μL das amostras, 160μL de ácido cítrico anidro 0,20M e 10 μL 

de iodeto de potássio (KI) 1,16M. Em seguida, agitada a placa manualmente 

durante 2 minutos e a leitura da absorbância e realizará em comprimento de 

onda de 340nm, em um leitor de microplacas (Spectra-Mas-190, Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA), contra o branco contendo 200 μL de ácido cítrico 

anidro 0,20M e 10 μL de KI. O conteúdo de AOPP foi calculado com base numa 

curva padrão realizada com equivalentes de cloramina T. Os resultados foram 

expressos em μM de cloramina T/mg proteína. A quantificação de proteínas 

totais foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). 
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3.6 Determinação da peroxidação lipídica através de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS)  

A peroxidação lipídica no plasma e nos rins foi mensurada através da reação de 

seus produtos com o ácido tiobarbitúrico (TBA). Para isso, 43 μL de amostra, 

tanto plasma quanto homogenato renal, reagiu com 77 µL de ácido perclórico 

7% em um tubo de poliestireno e foi centrifugada por 10 minutos à 3.500 rpm. 

Após os 10 minutos, 94 µL do sobrenadante foi passado para outro tubo de 

poliestireno e adicionado 106 µl de TBA 0,06% e em seguida homogeneizado 

com um vórtex. Os tubos ficaram em banho-maria por 1 hora à 95ºC e depois 

foram pipetados em uma placa de 96 poços e a leitura realizada em leitor de 

ELISA (Spectra-Mas-190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) à 532 nm. A 

quantificação da peroxidação lipídica foi calculada com base em uma curva 

padrão realizada com o malondialdeído (MDA), principal produto formado pela 

quebra de ácidos graxos polinsaturados e normalizada com a quantificação de 

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

 

3.7  Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± EPM (erro padrão 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 

diferenças serão consideradas significantes quando p<0,05. 
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4.0 RESULTADOS  

 

4.1 – Avaliação do efeito nefroprotetor do Mulateiro  

Assim como o proposto, foi observado que a nefropatia induzida por diclofenaco 

promoveu aumento nos valores da ureia plasmática 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 redução 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). 

 

 

 

Figura 7. Quantificação de ureia plasmática nos grupos experimentais. Os valores são expressos 

no gráfico 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 clássico de função 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 análoga, o tratamento com Mulateiro impediu o 



17 
 

 

aumento da creatinina em 25% somente apenas na maior dose (M1000, p>0.05 

vs controle), e com a menor dosagem (M50) não impediu o aumento da 

creatinina (M50: 0,78 ± 0,11; M300: 0,66 ± 0,06 e M1000: 0,53 ± 0,05 mg/dL, p 

<0,05).  

 

 

 

 

 

Figura 8. Quantificação de creatinina plasmática nos grupos experimentais. Gráfico de barras: 

os valores são 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 após a indução de nefropatia 

com Diclofenaco de sódio em camundongos suíço 

 

De acordo com a Figura 9, o grupo NEF apresentou incremento de proteínas 

oxidadas séricas em comparação ao grupo controle (NEF: 1,6 ± 0,13 vs. CON: 

1,08 ± 0,09 µmol/mg proteína, p <0,05). No entanto, o tratamento padrão com 

NAC e Mulateiro reduziram os níveis séricos de AOPP, em todas as doses 

estudadas, assim como o tratamento convencional com NAC.  Portanto, em 
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relação à estratégia preventiva antioxidante aguda com  Mulateiro, foi observado 

um efeito expressivo mesmo em doses mais baixas (50 mg/Kg) agudo 

antioxidante. 

 

 

 

 

 

Figura 9. Quantificação da oxidação proteica no tecido renal (AOPP), que apenas o Mulateiro 

na dose mais alta mostra efeitos antioxidantes. Os valores são 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 oxidação 

lipídica do grupo NEF em relação ao grupo controle (0,36 vs 0,22, p<0.05, 

respectivamente). De maneira análoga ao observado com a oxidação proteica, 

foi observado que em todas as doses estudadas, o mulateiro foi capaz de 

prevenir a oxidação lipídica de animais subsmetidos à nefropatia por diclofenaco 

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

proteína, p >0,05 vs. controle).  
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Figura 10  Análise de TBARS em grupos controle, Nefro e com Mulateiro induzido 

nefropatia com diclofenaco de sódio, observa-se um aumento nos níveis 

de stress oxidativo entre os animais do grupo Nefro (NEF) em relação ao 

grupo controle.  

 

 

Além da observação de estresse oxidativo tecidual por oxidação proteica e 

lipídica, investigamos se o mulateiro também poderia refletir em redução do 

estresse oxidativo sérico. Curiosamente, esse extrato foi capaz de reduzir a 

oxidação lipídica 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 µmol MDA/mg de proteína, vs. Nefropatia NEF: 0,45 ± 0,02 

µmol MDA/mg de proteína, p <0,05), assim como o tratamento convencional com 

NAC (0,14 ± 0,02, p<0.05). 
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5 DISCUSSÃO   

 

Neste estudo avaliamos um possível papel nefroprotetor do extrato da espécie 

da Callycophyllum spruceanum (Mulateiro), ricos em polifenóis, no contexto da 

nefropatia induzida por antiinflamatórios com objetivo de obter dados que 

mostrem sua influência por diversos tipos de marcadores fisiológicos.  

 

Devido ao seu importante efeito antioxidante e com estudos prévios in vitro e in 

vivo (com efeitos analsgésicos, antiinflamatórios) [53], a Callycophyllum 

spruceanum (Mulateiro), é um produto vegetal atrativo para investigação, 

justificando a espécie escolhida. Seu potencial papel nefroprotetor associado ao 

seu já conhecido efeito anti-inflamatório, poderia explicar essa espécie como 

potencialmente interessante a ser explorada para tratamentos de inflamações 

crônicas tanto na área veterinária quanto em humanos. 

Portanto, no modelo de nefropatia induzida por anti-inflamatórios (no caso o 

Diclofenaco de sódio), esta planta poderia ser um potencial substituto para 

promover efeito anti-inflamatório sem o risco de nefropatia, haja vista o 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 não apresenta um efeito nefroprotetor importante. Apesar da 

caracterização 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 observação está 

fundamentda nos estudos de Reagan-Shaw et al.,(2008), que através de 

cálculos de peso dos animais e área de superfície corpórea pode-se converter a 

dose de animais para humanos e vice-versa. A dose 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 fitoterápico para ser administrada diariamente. E ainda que 

utilizássemos doses de 300mg/Kg, seria de 1.7g desse fitoterápico. Em suma, 

podemos afirmar que embora apresente eficácia como nefroprotetor, possui 

baixa potência (devido a elevada dose necessária para se observar efeito). 
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Quanto as propriedades antioxidantes do Mulateiro, em nosso estudo foi 

possível confirmar esse importante efeito em um modelo experimental de 

nefropatia, até mesmo em baixas doses do extrato. Fato interessante é que 

apesar da discreta ação nefroprotetora, a ação antioxidante foi marcante 

independentemente da dose utilizada. Assim como a ocorrência de elevada 

quantidade de flavonóides e conteúdos fenólicos, 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 relação à estratégia preventiva do Mulateiro, foi 

observado um efeito agudo antioxidante, provavelmente. Porém esse efeito 

antioxidante nem sempre está correlacionado com melhora funcional, pois 

filtração glomerular/secreção tubular não 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 hipótese desse projeto foi que diante da ação antioxidante conhecida do 

extrato do Mulateiro, pudéssemos identificar um importante efeito nefroprotetor. 

Entretanto, não 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, não 

apresentou portanto uma finalidade para promover a substituição do efeito anti-

inflamatório sem risco de nefropatia. Por outro lado, não 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 indicações e utilização em potencial em tratamentos 

de uso crônicos para analisar uma possível diferença de parâmetros. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Em resumo, este estudo demonstra pela primeira vez que o extrato vegetal do 

Mulateiro diminui o dano oxidativo sistêmico e renal preservando a função renal 

de forma dose-dependente (sendo apenas observado em doses elevadas de 

1000 mg/Kg). Portanto, o Mulateiro pode ter aplicações clínicas promissoras 

contra a nefropatia induzida por diclofenaco mais pelas propriedades 

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