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RESUMO

GUSS, Ketheley Lepaus, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, fevereiro de 2016.
Macela (Achyrocline satureioides Lam.) previne nefropatia induzida por
contraste em camundongos. Orientador: Rodrigo Scherer. Co-orientador: Thiago

de Mello Costa Pereira.

A nefropatia induzida por contraste (NIC) € uma das principais causas de
insuficiéncia renal adquirida em meio hospitalar. A NIC se caracteriza por uma
deficiéncia na filtracdo glomerular devido a desordens oxidativas. Nao existe
tratamento especifico para NIC, a prevencdo é a melhor forma de lidar com essa
doenca iatrogénica. O objetivo do presente estudo foi avaliar a acao preventiva de
extratos de Achyrocline satureioides - conhecida como Macela- e da quercetina
contra a NIC em camundongos. Foram avaliadas a atividade antioxidante (DPPH,
ABTS e FRAP), o teor de compostos fendlicos (método Folin-Ciocalteau) e de
flavonoides totais (reacdo com cloreto de aluminio), e o teor de quercetina (LC-
MS/MS) presentes nos extratos obtidos por diferentes métodos. Foram utilizados 36
camundongos divididos em 6 grupos com dose oral durante 5 dias: grupo Controle
(C), grupo Nefropatia Induzida por Contraste (NIC); grupo N-acetilcisteina 200 mg/kg
(NAC); grupo quercetina 10 mg/kg (Q); grupo Macela 10 mg/Kg (M10); e Grupo
Macela 50 mg/Kg (M50). Foram avaliados os niveis séricos de ureia e creatinina,
produtos avancados de oxidacdo proteica e a ultraestrutura renal através de
microscopia eletronica por varredura. O extrato U100% (maceracao assistida por
ultrassom com etanol 100%), apresentou significativamente maior atividade
antioxidante e maiores teores de compostos fendlicos e flavonoides, incluindo
qguercetina. Os resultados mostraram que o grupo M10 nado apresentou diferenca
significativa em relagdo ao grupo C, inclusive com resultados significativamente
melhores que os grupos NAC e Q na prote¢édo contra disfuncao renal causada por
NIC, mostrando que o efeito sinérgico entre os compostos do extrato pode ser um
medicamento promissor para prevenir essa doenca.

PALAVRAS-CHAVES: Achyrocline satureioides, Macela, Marcela, nefropatia,

contraste, fendlicos.
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ABSTRACT

GUSS, Ketheley Lepaus, M.Sc., University of Vila Velha - ES, February 2016.
Macela (Achyrocline satureioides Lam.) prevents contrast-induced
nephropathy in mice. Advisor: Rodrigo Scherer. Co-supervisor: Thiago de Mello

Costa Pereira.

The Contrast-induced nephropathy (CIN) it is a main cause of hospital-acquired
acute renal failure. The CIN is characterized by a deficiency in glomerular filtration
rate dueto oxidative disorders. There is no specific treatment for CIN, prevention is
the best way to deal with this iatrogenic disease. The aim of this study was to
evaluate the preventive action Achyrocline satureioides extracts -known as Macela-
and quercetin against CIN in mice. Were evaluated antioxidant activity (DPPH, ABTS
and FRAP), the phenolic compound content (Folin-Ciocalteu method) and total
flavonoid (reaction with aluminum chloride), and quercetin content (LC-MS/MS)
present in extracts obtained by different methods. Were used 36 mice divided in to 6
groups with oral dose for 5 days: control group (C) Contrast-induced nephropathy
group (CIN); the N-acetylcysteine 200 mg / kg (NAC); quercetin group 10 mg/kg (Q);
Macela group10 mg/kg (M10); Macela group and 50 mg/kg (M50). Were evaluated
the serum levels of urea and creatinine, protein oxidation products, collagen
contentand renal ultra structure using scanning microscopy. The U100% extract
(maceration assisted by ultrasound with 100% ethanol), had significantly higher
antioxidant activity and higher levels of phenolics and flavonoids including quercetin.
The results showed that the M10 group showed no significant difference in relation to
group C, including significantly better results than the NAC and Q groups in
protection against renal dysfunction caused by CIN, showing that the synergistic
effect between the compounds of the extract can be a promising drug for preventing
this disease.

Key words: Achyrocline satureioides, Macela, Marcela, nephropathy, contrast,

phenolics.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o perfil de saude populacional, indices crescentes de pacientes mais
velhos com comorbidades associadas como diabetes, insuficiéncia cardiaca e
insuficiéncia renal, necessitam de procedimentos de diagndstico e intervencdo que
utilizam meios de contraste iodados intravenosos. Isto representa uma das principais
causas de nefropatia por contraste (Bartorelli e Marenzi, 2008) e, apesar do uso de
meios de contraste iodados ser essencial em varias técnicas de diagnosticos por
imagens, ainda ndo existem estratégias preventivas suficientes (Andreucci et al.,
2014).

A nefropatia induzida por contraste (NIC) é definida como uma diminui¢do da funcéo
renal, caracterizada por um aumento da creatinina no plasma superior a 25% ou de
0,5 mg/dL acima do valor basal, até 3 dias ap0s a administracdo intravascular do
meio de contraste (Assareh et al., 2016). Existem trés tipos de meios de contraste:
os de primeira geracdo ou de alta osmolaridade (1400 a 1800 mOsm/Kg) por
exemplo o Diatrizoato; os de segunda geracao ou de baixa osmolaridade (500 a 850
mOsm/Kg) que possuem uma osmolaridade superior a do plasma, como o lohexol
(Omnipaqued), o lopamidol (Isovued), o loxilan (Oxiland), a lopramida (Ultravista), o
loversol (Optirayd); e o0s contrastes mais recentes sdo iso-osmolares (290
mOsm/Kg). Estes possuem a mesma osmolaridade do plasma, um exemplo € o
lodixanol (Visipaqued) (Seeliger et al., 2012; Santos et al., 2011).

Os mecanismos principais que envolvem a patogénese da nefropatia por contraste
sdo: a vasoconstricdo renal, reducdo da perfusdo renal, que levam a hip6xia
medular, e os efeitos citotoxicos diretos dos meios de contraste, causando danos as
células tubulares e a ativacado de mediadores inflamatérios (Mohammed et al.,2013).
Além disso, modelos animais sugerem uma diminui¢do da producdo de oxido nitrico
e, também, stress oxidativo provocado pelo aumento das espécies reativas de
oxigénio (EROs) (Bartorelli e Marenzi, 2008).

N&o existe tratamento especifico para nefropatia por contraste, a prevencédo é a
melhor forma de lidar com a doenca. As principais medidas de suporte sdo a
utilizagdo de baixas doses, com 0 minimo necessario do meio de contraste; a
escolha do meio de contraste, de baixa osmolaridade ou iso-osmolar; hidratacéo do
paciente com bicarbonato isotdnico, antes e ap6s o procedimento; uso de N-

acetilcisteina como um farmaco nefro protetor, que atua com efeitos vasodilatadores
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sobre os vasos renais, contribuindo para a melhoria da hemodinamica; e suspender
uso de farmacos nefrotdxicos (Santos et al.,2011). Além do uso de N-acetilcisteina,
também foram testados acido ascoérbico (vitamina C) e a-tecoferol (vitamina E) para
prevenir NIC, devido as suas atividades antioxidantes (McCullough al., 2013;
Kongkham et al., 2013), no entanto, ndo foram encontrados resultados consistentes,
levando a busca de outras substancias com potencial renoprotetor.

No Brasil, sdo 25 espécies de Achyrocline spp. distribuidas, principalmente, pelos
estados do sul (Deble, 2007). Achyrocline satureioides (LAM.) DC. é nativa da
América do Sul, ocorrendo na Argentina e Uruguai. No Brasil, ocorre
no Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais, Séo Paulo, Rio de
Janeiro), Sul (Paran4a, Santa Catarina, Rio Grande do Sul) (Loeuille, 2010). As
inflorescéncias de Achyrocline satureioides sdo muito usadas na medicina popular
na forma de cha. Cresce em solos arenosos ou pedregosos até 80 cm, € perene e
aromatica.E uma planta medicinal tradicional do sul do Brasil onde € conhecida
como “Macela” ou "Marcela", e sua coleta pela populacdo é realizada quase que
exclusivamente no periodo da manha da sexta-feira que antecede a Pascoa,
chamada de sexta-feira santa.

Estudos realizados com a espécie Achyrocline satureioides (Lam) evidenciaram
diversos efeitos biolégicos, como antioxidante (Ares et. al, 2010),hepatoprotetor
(Kadarian et al., 2002), anti-inflamatorio, contra distirbios do trato gastrointestinal,
analgésico e antiespasmodico (Simdes et al., 1988), além de antimicrobiano
(Gonzélez et al., 2015) e efeito neuroativo (Megret et al., 2013). Também foram
relatados efeitos contra Trypanossoma evansi (Baldissera et al., 2014) e inibicdo da
formacdo de ulceras induzidas por etanol em ratos (Santin et al., 2010). Estudo com
infusbes da planta mostrou citoprotecdo contra lesbes em células por H20:2
(Arredondo et al.,, 2004) e que seu uso via oral de até 5g/kg ndo apresenta
toxicidade (Rivera et al., 2004). Extratos aquosos nao causam efeitos citotéxicos ou
efeitos genotdxicos (Sabini et al., 2013). Além disso, estudo recente aponta o0s
flavonoides quercetina, luteolina e O-metilquercetina presentes na Macela como
moléculas promissoras no tratamento do cancer (Carini et al.,2014).

Considerando o potencial terapéutico da planta A. satureioides, bem como a
presenca de antioxidantes e anti-inflamatérios em sua composicdo, 0 sinergismo
entre essas substancias, na forma de extrato bruto, pode ser eficaz na prevencao da

nefropatia induzida por contraste. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
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possivel acdo nefro protetora de extrato etandlico de A. satureioides em nefropatia
induzida por meio de contraste iodado em camundongos, bem como determinar a
atividade antioxidante, teor de fendlicos e flavonoides totais, e quantificacdo de

guercetina em extratos etanolicos da planta.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

As substancias 2,2-difenil-1-picrilhidrazila(DPPH), 2,2"-Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), tert-
butilhidroquinona (TBHQ), butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno(BHT), Trolox,
guercetina e reagente Folin-Ciocalteau foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA). Etanol, acetonitrila, acetato de sodio trihidratado,carbonato de
sodio,metenamina, acetona, acetato de etila, cloreto de aluminio,cloreto férrico e

persulfato de potassio foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brazil).

2.2 Amostra

Inflorescéncias de A. satureioides (Lam.) DC Asteracea foram coletadas no
municipio de Giru4, no Rio Grande do Sul, Brasil, em 03 de abril de 2013 (Latitude: -
28.037686; Longitude: -54.336596). A planta foi identificada pela botanica MSc.

Solange Schneider, e um espécime foi depositado no herbario da UVV-ES (n° 2384).

2.3 Extracéao

Para a obtencdo dos extratos de A. satureioides foram avaliados dois métodos de
extracdo, maceracdo e maceracao assistida por ultrassom, e os solventes etanol
80% e etanol 100% (M80%, M100%, U80% e U100%). Cada extracdo foi realizada
em triplicata com 20g de inflorescéncias de A. satureioides, pulverizadas em moinho,
com 400 mL dos respectivos solventes. A maceracao foi realizada durante sete dias
com posterior filtragem do solvente e remaceracao do residuo por mais 24h. Apos a
filtragem em papel filtro, as fracBes orgéanicas foram reunidas e o solvente removido
em rota-evaporador a vacuo a 60° C. A maceracdo assistida por ultrassom foi
realizada com 3 ciclos de 30 minutos. Apos a filtragem em papel filtro, o residuo foi
novamente extraido em mais um ciclo de 30 minutos, filtrado, e as fracdes organicas
reunidas para eliminagcdo do solvente em rota-evaporador & vacuo a 60° C. Os
extratos secos foram armazenados em frascos de vidro com tampa, encobertos por

papel aluminio e armazenados sob-refrigeracgéo.
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2.4 Compostos fendlicos totais

A determinacao dos fendlicos totais (CFT) foi realizada nos extratos pelo método de
Folin-Ciocalteau de acordo com Singleton et al. (1999) modificado por Scherer e
Godoy (2014). Foram utilizados 0,5 mL dos extratos na concentracéo de 1,5 mg/mL
em metanol e 2,5 mL do reagente Folin diluido em agua destilada (1:10). Apés 5
minutos, foram adicionados 2mL de solu¢do aquosa de carbonato de sédio 7,5%. A
reacao ocorreu durante 2 horas no escuro e a absorbancia foi monitorada a 740 nm.
Os resultados foram expressos em equivalentes de acido galico através de curva de

calibracao externa.

2.5 Flavonoides totais

A quantificacdo dos flavonoides totais foi realizada por método espectrofotométrico,
apos reacdo com cloreto de aluminio (Krepsky et al., 2012). Uma aliquota de 60 mg
de extrato foi transferida para baldo de fundo redondo de 250 mL onde foram
adicionados 0,5 mL de solucdo aquosa de metenamina 0,5% m/v, 10 mL de acetona
e 3,5 mL de HCI 25% (m/v), deixando-se em ebulicdo por 30 minutos sob refluxo.
Apos resfriamento, o extrato foi filtrado em algodéo para baldo volumétrico de 25mL.
Lavou-se com acetona o residuo presente nas vidrarias, transferindo-se a solucéo
para o baldo volumétrico de 25mL e o volume foi completado para 25 mL com
acetona. Deste extrato, foram transferidos 10 mL para um funil de separacédo
juntamente com 10 mL de agua. A solucao foi extraida uma vez com 8mL e trés
vezes com 5 mL de acetato de etila. As fases em acetato de etila foram reunidas em
outro funil de separacéo, lavadas duas vezes com 25 mL de &gua, transferidas para
um baldo volumétrico de 25 mL atraveés de filtracdo por sulfato de sédio anidro (5 g),
completando-se o volume com acetato de etila. Esta solucdo foi denominada
solucéo de partida.

Para o preparo da solucdo de analise, tomou-se uma aliquota de 10 mL da solu¢éo
de partida, a qual foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionou-se 1 mL
de solucdo de cloreto de aluminio hexa-hidratado e completou-se o volume com
solucdo metandlica de acido aceético a 5% (v/v). Como branco, para a leitura no
espectrofotometro, empregou-se solucdo de compensacéo, obtida pela diluicdo de
aliquota da solucéo de partida (10 mL) em baldo volumétrico de 25 mL com solucéo
metandlica de &cido acético a 5% (v/v). A absorcdo da solucdo de andlise foi

determinada apos 30 minutos da adi¢cdo da solugcéo de cloreto de aluminio, a 425
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nm, empregando-se como branco a solu¢cdo de compensacdo. O resultado foi
expresso como porcentagem de flavonoides totais calculados como quercetina
anidra, obtido a partir da equacédo da reta das curvas analiticas.

2.6 Quantificacao de quercetina por CLAE-EM/EM

As andlises cromatogréficas foram realizadas no laboratério Tommasi Analitica
LTDA (Vila Velha, Espirito Santo, Brasil) de acordo com Zhu et al. (2012),
modificado. Foi utilizado um cromatografo liquido (Agilent Série 1200), acoplado a
um detector de massas tipo triplo quadrupolo (Applied Biosystems API 3200) com
ionizacdo por Electrospray (LC-ESI-MS/MS) em modo positivo. Foi utilizada uma
coluna Agilent Eclipse C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 mm) a 35°C. A fase moével consistiu
de uma solucdo aquosa de acido formico (0,05% v / v) (A) e acetonitrila (B) usando
uma eluicdo gradiente a 0,3 mL/min de 10-60% de B em 0-8 min, 60-90 % de B em
8-12min, 90-10% de B em 12-15 min, e o tempo de condicionamento foi de 6
minutos. A pressdo do nebulizador foi de 50 psi. A temperatura do gas foi de 650°C,
e a voltagem capilar foi de +5500 V. As amostras foram diluidas com etanol HPLC
(0,01 mg/mL) e filtradas. A deteccao foi realizada em modo SRM (Selected Reaction
Monitoring) sendo as transicbes monitoradas de 301,9/153,1 para quantificacéo e
301,9/137,1 para confirmacao.A quantificacdo de quercetina foi realizada por curva
de calibracéo externa com 7 pontos.

Os parametros de validacdo avaliados foram os seguintes: seletividade, linearidade,
precisao e limites de deteccéo e quantificacdo. A seletividade foi avaliada com base
na pureza do espectro de massa. A precisdo (intra-dia) foi avaliada com sete
analises consecutivas, enquanto que a precisao intermediaria (inter-dia) foi avaliada
com 15 ensaios em trés dias diferentes. Os limites de deteccdo e de quantificacédo

foram determinados pela relacao sinal-ruido, 3 e 10 vezes, respectivamente.

2.7 Atividade antioxidante

2.7.1 Método DPPH

Foi utilizado o método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) segundo Scherer e Godoy
(2009), para determinar a atividade antioxidante dos extratos de A. satureioides.
Utilizaram-se 3,9 mL de solugédo de DPPH (0,1 mM) em metanol e 0,1 mL dos

extratos em diferentes concentragdes finais. No branco, 3,9 mL de DPPH (0,1 mM)
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em metanol e 0,1 mL de metanol. Apds a adicdo dos extratos, agitaram-se os tubos
vigorosamente e foram deixados em repouso por 90 minutos no escuro. ApGs esse
periodo, a atividade antioxidante foi medida em um espectrofotbmetro (A = 517 nm),
previamente calibrado com metanol puro. Todas as andlises foram realizadas em
triplicata. O indice DPPH foi calculado através da equacdo 1: | (%) =[(AbsO -
Abs1)/Abs0] x 100, onde AbsO € a absorbancia do branco e Absl € a absorbancia
da amostra. O IR50 (quantidade suficiente para 50% de reducado) foi calculado
através da equacao da reta obtida da curva de calibracdo (concentracdo que reduz
50% dos radicais livres). A acdo antioxidante dos extratos foi expressa pelo indice
de Atividade Antioxidante (IAA) que é calculado pela equacéo 2: IAA = concentracao
final de DPPH (ug/mL)/IR50 (pg/mL). A atividade antioxidante dos extratos foi
comparada com a acdo da quercetina e dos antioxidantes sintéticos TBHQ, BHA,
BHT e Trolox. A atividade foi classificada como fraca (IAA < 0,5), moderada (0,5 <
IAA < 1,0), forte (1,0 < IAA < 2,0) e muito forte (IAA > 2,0) de acordo com Scherer e
Godoy (2009).

2.7.2 Método ABTS

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do sequestro do radical livre
ABTS de acordo com Re et al. (1999) modificado. Inicialmente, formou-se o radical
ABTS™ pela mistura de 7,0 mM de ABTS (etanol 50%) com 2,45 mM de persulfato
de potassio (dgua destilada). Esse reagente foi armazenado em refrigeracdo por no
minimo 16h. Antes da utilizacdo, o reagente foi diluido com etanol 50% até obter
absorbancia de 1,0 (£ 0,01), a 734 nm. Em microplacas de 96 pocos foram
adicionados 270 uL do radical ABTS™" e 30 uL de cada concentracdo dos
compostos. No branco adicionaram-se 30 uL de etanol. Apés 6 minutos de reagao
no escuro, foi realizada a leitura em 734 nm utilizando leitora de microplacas. A
atividade de eliminacdo de radicais calculou-se da seguinte forma: 1% = [(AbsO -
Absl) / AbsO] x 100. Onde a absorbancia AbsO é a do branco e ABS1 é a
absorbéancia do teste. Os resultados foram expressos em IR50 (concentracdo que
reduz 50% dos radicais livres), que foi calculado através da equacao da reta obtida
da curva de calibragdo (concentracao final yg/mL vsli%). A atividade antioxidante dos
extratos foi comparada com a agcdo da quercetina e dos antioxidantes sintéticos
TBHQ, BHA, BHT e Trolox.
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2.7.3 Método FRAP

A atividade antioxidante também foi analisada através do método FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) de acordo com Benzie et al. (1996), modificado. Para o
preparo do reagente FRAP misturou-se 25 mL da solucdo de acetato de soédio
trinidratado (0,3 M; pH 3,6), 2,5 mL da solucdo de TPTZ (10 mM/L) em HCI 40 mM e
2,5 mL da solugdo aquosa de cloreto férrico (20 mM) , totalizando 30 mL de solugéo
FRAP, que foi utilizada imediatamente ap6s a sua preparagdo. Uma aliquota de 30
puL das solucbes dos testes foi adicionada juntamente com 270 uyL do reagente
FRAP. No branco adicionaram-se 30uL de etanol e 270 uL do reagente FRAP. ApoOs
5 minutos de reagdo, realizou-se a leitura em 595 nm, utilizando leitora de
microplacas. A atividade antioxidante foi calculada da seguinte forma: 1% = (Absl —
Abs0) x 100. Onde a absorbancia AbsO € a do branco e ABS1 é a absorbancia do
teste. Os resultados foram expressos em IR50 (concentracdo que reduz 50% dos
radicais livres), calculado através da equacdo da reta obtida da curva de
calibragdo(concentragao final ug/mL vsl%).A atividade antioxidante dos extratos foi
comparada com a acao da quercetina e dos antioxidantes sintéticos TBHQ, BHA,
BHT e Trolox.

2.8 Avaliagéo in vivo da atividade nefroprotetora

2.8.1 Tratamento e inducao de nefropatia por contraste

Para a analise "in vivo" foram utilizados camundongos adultos da espécie Swiss,
machos, pesando entre 25 - 40 g. Os animais foram obtidos a partir do Laboratério
de Monitoramento Experimental da Universidade de Vila Velha (UVV), do Espirito
Santo, Brasil. Os animais receberam uma dieta de racdo e agua, e foram mantidos
em temperatura média de 22 °C, em ciclo claro e escuro de 12 horas cada.

A pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UVV)
parecer n° 268/2013. Para inducao da nefropatia por contraste (NIC), foi usado um
modelo previamente validado em camundongos e ratos que produz de forma
confiavel a nefropatia, por Lee et al. (2006) e Billings et al. (2008). Foram estudados
6 grupos com seis animais por grupo: grupo Controle (C), grupo Nefropatia Induzida
por Contraste (NIC); grupo N-acetilcisteina 200 mg/kg (NAC); grupo quercetina
10mg/kg (Q); grupo Macela 10 mg/Kg (M10); e grupo Macela 50 mg/Kg (M50). As

doses foram ministradas via oral por 5 dias consecutivos (0,3 mL). Os animais dos
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gruposM10 e M50 receberam solucbes preparadas a partir do extrato U100% em
PBS . Os grupos C e NIC receberam agua. ApGs o 5° dia, todos os grupos foram
privados de agua por 21 h e a partir deste tempo foi realizada a inducdo de
nefropatia por meio de contraste.

A NIC foi induzida com associacao de 3 substancias: 1) indometacina, um inibidor da
cicloxigenase (10 mg / kg i.p., dissolvido em dimetilsufoxido), 2) L-NAME (N-nitro-L-
arginina metil éster), um inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico sintase, (10 mg / kg
i.p., dissolvido em agua deionizada) e apds 15 minutos, 3) o contraste radiologico de
segunda geracdo e baixa osmolaridade, loversol (Optiray 320 Mallinckrodt Medicali,
Inc., St. Louis, MO, 1,59 de iodo/kg). Grupo controle ndo recebeu inducdo de
nefropatia. Os animais voltaram imediatamente a ter acesso a comida e agua, e
finalmente apdés 24h foram anestesiados com Tiopental (200 mg/kg, ip.) para a
coleta do sangue venoso através da puncdo por agulha no atrio direto para
dosagens bioquimicas, e dos rins para quantificacdo de biomarcadores de stress

oxidativo e ensaios histopatoldgicos.

2.8.2 Andlise bioquimica de uréia e creatinina sérica.

As analises da concentracdo sérica de ureia e creatinina foram obtidas através de
amostras do soro obtido ap6s centrifugacédo do sangue coletado (5000g por 7 min) e
analise por kit colorimétricos através de acao cooperativa de pesquisa no laboratério

de analises clinicas Tommasi Laboratério em Vila Velha (Espirito Santo, Brasil).

2.8.3 Produtos avancados de oxidacao proteica (AOPP)

Com os mesmos rins direitos dos animais conservados a -80° C, uma porcao foi
utilizada para determinacdo da AOPP (marcador pré oxidante). Os niveis dos
produtos avancados de oxidacao proteica presentes no soro foram determinados por
meio de um método que consiste na mistura de 40 uL de soro a 160 yL de PBS
(tampao fosfato salino) e 20 pL de acido acético glacial (ultrapuro), a qual sera feita
diretamente em microplaca de fundo chato. A leitura da absorbancia foi realizada
com comprimento de onda de 340 nm. A curva para a realizacdo desta leitura sera
feita com o uso de cloramina T (curva de 10 a 100 mM) e iodeto de potassio (1,16
M), misturando-se 200 uL dos padrdées a 10 uL de iodeto de potassio e 20 uL de
acido acético e agitando a placa por seis minutos antes da leitura. O resultado final

sera expresso em umol/L. (Matteucci et al., 2001)
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2.8.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras dos rins esquerdos dos animais tratados, nao tratados e controle foram
fixadas (glutaraldeido 2,5% + formaldeido 2%) em solucdo tamponada (Cacodilato
0,1mol/L) por 24 horas e posteriormente lavadas em tampao Cacodilato (0,1 mol/L;
pH 7,2-7,4) para poés-fixacdo em solucdo de ferrocianeto de potassio 1,25% e
Tetroxido de Osmio 1,0% tamponadas (Cacodilato 0,1mol/L) por uma hora a
temperatura ambiente. Apds a poés-fixacdo, as amostas foram novamente lavadas
com tampdo cacodilato 0,1M. Para a criofratura, seguiu se entdo a etapa
de infiltragcdo com glicerol, que tem por finalidade evitar a formacao de cristais de
gelo na amostra. O glicerol 30% foi adicionado na amostra lentamente em intervalos
de 5 minutos até atingir a concentracdo de 15%, ap0s isso esta solucao foi removida
e substituida por solucdo de glicerol 30% em tampéo cacodilato 0,1M onde
permaneceu por 2 horas. As amostras foram congeladas em freezer -80°C e
fraturadas utilizando uma pinga previamente resfriada. As fraturas dos rins foram
lavadas com solucao tampao cacodilato e 4gua deionizada, seguido da desidratacao
em diferentes concentracdes de etanol e levadas para secagem em ponto critico
(Autosandri-815, Tousimis) e posterior cobertura de ouro em metalizador (Desk V,
Denton Vaccum) para visualizagdo em microscopio eletrénico de varredura (Jeol,
JEM6610 LV). Essas analises foram realizadas no Laboratério de Ultraestrutura

Celular Carlos Alberto Redins, do Departamento de Morfologia da UFES.

2.9 Anédlise estatistica
Os dados foram expressos como média + EPM e para andlise estatistica foi
realizada ANOVA de 1 via seguido do post hoc de Tukey, com significancia aceita

guando p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Rendimento de extracdo, teor de fendlicos, flavonoides totais e quercetina
Na avaliacdo dos métodos de extracdo utilizados, observou-se que os extratos
obtidos por extracdo com etanol 100% apresentaram significativamente maiores
rendimentos (p < 0,05), como mostra a Tabela 1. Santin et al. (2010) reportaram um
rendimento de 9,6% de extrato bruto ao utilizar etanol 70% na extragdo por
maceracdo por 7 dias, corroborando com o presente trabalho. No conteddo de
fendlicos totais, determinado através do método de Folin Ciocauteau, observou-se
uma diferenga significativa (p < 0,05) entre os extratos, onde o extrato obtido por
maceragao assistida por ultrassom apresentou maior rendimento, como observado
na Tabela 1. O extrato U100% revelou maior concentracdo de fendlicos totais e
flavonoides totais.

Foram realizadas analises por CLAE MS/MS para quantificar o teor de quercetina
nos extratos e se 0s métodos de extracdo utilizados também afetaram
significativamente no teor deste flavonoide. Os resultados mostraram a mesma
tendéncia dos ensaios anteriores, 0 extrato U100% novamente apresenta
significativamente (p < 0,05) maior teor de quercetina que o0s demais extratos
(Tabelal).

TABELA 1 Determinacdo do rendimento total de extragdo, teor de fendlicos totais,
flavonoides totais e quercetina nos extratos etandélicos de A. satureioides.

Rendimento Fendlicos totais  Flavonoides totais  Quercetina
Amostras
Segerm)  earatoy . (mygdeexva) U0
M80% 9,87 £ 0,78bc 231,8+9,7c 43,56 + 1,4bc 48,8+ 2,4 b
M100% 11,23 + 0,7 ba 221,0+11,1c 45,93 £ 0,8b 49,1+18b
U80% 8,30 £ 0,98c 250,1+6,3b 40,87 + 3,1c 51,0£0,7b
U100% 12,68 + 1,42a 283,3+10,8a 56,07 + 0,6a 704+21a

M80%: maceracdo com etanol 80%; M100%: macera¢do com etanol 100%; U80%:
maceracao assistida por ultrassom com etanol 80%; e U100%: maceragcdo assistida
por ultrassom com etanol 100%. Letras diferentes na mesma coluna correspondem a
diferenca significativa (p <0,05). GAE: equivalente de acido galico.

3.2 Atividade Antioxidante

Atividade antioxidante analisada pela capacidade de reduzir o radical livre DPPH* é
apresentada na Tabela 2. Todos o0s extratos apresentaram atividade antioxidante
muito forte de acordo com a classificacdo proposta por Scherer e Godoy (2009),
apresentando valores de IAA acima de 2,0. Entretanto, o extrato U100% apresentou

atividade significativamente maior (p < 0,05) que os demais extratos, além disso,
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apresentou mesma poténcia que o antioxidante sintético BHT (p > 0,05). Resultados
similares foram encontrados pelo método FRAP, onde o extrato U100% mostrou
maior atividade antioxidante entre os extratos e atividade similar os antioxidantes
sintéticos BHT e Trolox (Tabela 2). A atividade antioxidante avaliada pelo método
ABTS também capacidade antioxidante para todos os extratos, entretanto, nao foi

verificada diferenca significativa entre os extratos avaliados (p > 0,05).

TABELA 2 Atividade antioxidante dos extratos de Achyrocline satureioides pelos
métodos DPPH, ABTS e FRAP.

DPPH ABTS FRAP
Amostras

IAA IRso (ug/mL) IRso (ng/mL)

M80% 31+0,1le 19,8+09a 6,2+0,3a
M100% 25+0,1e 21,8+0,8a 55+0,2a
U80% 31+0,1le 19.8+05a 59+0,3a
U100% 3,3+£0,0d 21,3+04a 42+0,2b
Quercetina 14,2+ 0,8 a 24+0,1d 1,6+0,1d
BHA 10,0+£0,7b 45+0,3c 38+02c
BHT 39+0,2d 53+0,7¢c 47+02b
TBHQ 10,6 +0,6 b 44+08¢c 39+0,3c
Trolox 6,5+0,2cC 73+£0,5Db 48+0,3b

M80%: maceracdo com etanol 80%; M100%: maceracdo com etanol 100%; U80%:
maceracao assistida por ultrassom com etanol 80%; e U100%: maceracao assistida por
ultrassom com etanol 100%. IAA: indice de atividade antioxidante. IR50: concentracéo
que reduz 50% dos radicais livres. Letras diferentes na mesma coluna correspondem a
diferenca significativa (p < 0,05).

3.3 Resultados In Vivo

3.3.1 Analise de creatinina e ureia

Ao observarmos as concentracBes plasmaticas de creatinina e ureia (Figura 1) nos
animais submetidos a nefropatia por contraste, podemos afirmar que a inducéo da
nefropatia foi bem-sucedida, pois os valores do grupo NIC foram significativamente

superiores (p < 0,05) ao do grupo controle.
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Figura 1 Niveis séricos de ureia e creatinina nos grupos: C (controle); NIC (nefropatia induzida por
contraste); NAC (nefropatia induzida por contraste + N-acetilcisteina 200 mg/kg); Q (nefropatia
induzida por contraste + quercetina mg/kg); M 10 (nefropatia induzida por contraste + macela 10
mg/kg); e M50 (nefropatia induzida por contraste + macela 50 mg/kg). Letras diferentes correspondem

a diferenca significativa (p < 0,05).

Os resultados demonstraram um aumento significativo (p < 0,05) dos niveis de
creatinina plasmatica em NIC (0,77 = 0,18 mg/dL) comparado ao grupo controle
(0,15 £ 0,02 mg/dL) (Figura 1). Por outro lado, os animais tratados com NAC (0,24 +
0,02mg/dL), Q (0,35 = 0,05 mg/dL) e com extratos de Macela M10 (0,34 = 0,02
mg/dL) e M50 (0,27 + 0,02 mg/dL) apresentaram uma reducdo significativa dos
niveis de creatinina em relacdo ao grupo NIC, e ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (p > 0,05), demonstrando que tanto a quercetina quanto o0s
extratos de Macela apresentam habilidade para protecdo das func¢des renais contra
os efeitos nocivos provocados pelo contraste, como taxa de filtracdo glomerular
insuficiente evidenciada pela azotemia. Além disso, uma dose de 10 mg/Kg de
quercetina ou do extrato de Macela apresentou mesma eficacia que a dose de 200
mg/kg de NAC, ou seja, 20 vezes maior.

As concentracbes de ureia plasmética também demonstraram um aumento
significativo (p < 0,05) dos niveis dos grupos NIC (302,6 + 26 mg/dL), NAC (171,7 +
26 mg/dL) e Q (318,9 + 29 mg/dL) em relacdo ao grupo controle (71,5 + 3 mg/dL)
(Figura 1). Resultados promissores s&o verificados nos animais tratados com
extratos de Macela M10 (99,5 + 30mg/dL) e M50 (115,9 =+ 28mg/dL), que né&o
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) em relacdo ao grupo controle (Figura
1), evidenciando que o sinergismo entre as moléculas bioativas presentes no
extrato, torna o extrato mais eficaz na manutencéo dos niveis plasmaticos de ureia
guando comparada com 200 mg/kg de NAC e com a quercetina isolada, pois néo

houve diferenca significativa entre os grupos NIC e Q (p > 0,05).

3.3.2 Produtos avancados de oxidacao proteica (AOPP)

Os resultados de AOPP expressos em umol/mg de proteina (Figura 2) mostram que
houve um aumento significativo (p < 0,05) de produtos de oxidagcdo proteica nos
grupos NIC (295,8+ 18 pmol/mg), NAC (266,3 £ 18 umol/mg) e Q (287,9 + 34
pmol/mg) comparados com o grupo controle (179,6 = 11), revelando que a

substancia N-acetilcisteina, comumente utilizada na prevencdo da nefropatia por
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contraste, nao foi eficaz para evitar os danos oxidativos gerados pelo radiocontraste,
assim como a quercetina isolada (p > 0,05). Por outro lado, os grupos tratados com
0s extratos de Macela M10 (145,9 £ 4 umol/mg) e M50 (148,5 + 3 pmol/mg) foram
capazes de prevenir os danos oxidativos, pois ndo houve diferenca com o grupo
controle (p >0,05), novamente evidenciando que a acdo sinérgica dos compostos

presentes no extrato U100 apresentam agao nefroprotetora mais promissora.
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Figura 2 Niveis de produtos avancados de oxidagdo protéica nos grupos: C (controle); NIC
(nefropatia induzida por contraste); NAC (nefropatia induzida por contraste + N-acetilcisteina 200
mg/kg); Q (nefropatia induzida por contraste + quercetina 10 mg/kg); M 10 (nefropatia induzida por
contraste + macela 10 mg/kg); e M50 (nefropatia induzida por contraste + macela 50 mg/kg). Letras

diferentes correspondem a diferencga significativa (p < 0,05).

3.3.3 Microscopia por varredura (MEV)

Através da microscopia eletrénica de varredura (MEV), observou-se no grupo NIC
um tufo glomerular encolhido, poddécitos atipicos, perda de coesdo estrutural,
congestdo luminal e degeneracdo vacuolar das células epiteliais tubulares, como
mostra a Figura 3. Apenas o grupo M50 mostrou atenuacdo da lesdo induzida por
contraste iodado em ambos os poddcitos glomerulares e células tubulares. Os
grupos NAC e M10 também apresentaram uma leve atenuag¢do quando comparados

ao grupo Q, que, por sua vez, mostrou-se parecido com NIC.
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NAC

M 10
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Figura 3 Microscopia eletrénica de varredura ilustrando glomérulos (A-F), podécitos (G-L) e tdbulos
renais (M-R). C (controle); NIC (nefropatia induzida por contraste); NAC (nefropatia induzida por
contraste + N-acetilcisteina 200 mg/kg); Q (nefropatia induzida por contraste + quercetina 10 mg/kg);
M 10 (nefropatia induzida por contraste + macela 10 mg/kg); e M50 (nefropatia induzida por contraste

+ macela 50mg/kg).

27



4 DISCUSSAO

Diante das atividades bioldgicas atribuidas aos compostos fendlicos, em especial a
quercetina, descritos na literatura como antitumoral (Carini et al.,, 2014) e
antioxidante (Scherer e Godoy, 2009), e levando-se em conta os resultados obtidos
pelas analises in vitro dos diferentes extratos de A. satureioides, obteve-se maior
rendimento, maiores teores de flavonoides e fendlicos totais, bem como maior teor
de quercetina através do extrato U100%, portanto, foi ele o escolhido para avaliar a
possivel acao nefroprotetora em camundongos submetidos a nefropatia induzida por
contraste. Estudos anteriores relatam que o0s principais compostos fendlicos
presentes em extratos de A. satureioides sao quercetina, luteolina e 3-O-
metilquercetina (De Souza et al., 2002; Arredondo et al., 2004; Hatami et al., 2012;
Carini et al., 2014), e éacidos fendlicos hidroxibenzoicos, principalmente o acido
gélico (De Souza et al.,, 2002; Hatami et al., 2012). O flavonoide quercetina
apresenta inUmeras acgles bioldgicas relatadas na literatura. Estudo realizado com
extrato Macela contendo 3 mg/mL de quercetina, mostrou melhora do sono em
pacientes diagnosticados com Sindrome de Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS)
(Pedemonte et. al, 2013). Em estudo prévio, a quercetina isolada apresentou
significativa reducdo da toxicidade renal induzida pela toxina estreptozotocina (STZ)
em ratos com nefropatia diabética (Gomes et al., 2014).

Estudos relatam forte atividade antioxidante a extratos de Macela (Arredondo et al.,
2004; Vargas et al., 2013), corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.
Dentre os compostos testados, a quercetina apresentou significativamente maior
atividade antioxidante (p < 0,05) em todos os métodos avaliados (Tabela 2),
corroborando com estudos prévios que apontam a quercetina como uma promissora
molécula no tratamento de diversas patologias (Carini et al., 2014).

O meio de contraste radiolégico causa um aumento na producdo de ROS que leva
ao aumento da resisténcia vascular renal, com isso, diminui-se o fluxo sanguineo
renal e, consequentemente, diminui a taxa de filtragdo glomerular. Ao observarmos
as dosagens séricas de creatinina e uréia nos animais submetidos a nefropatia por
contraste e os demais grupos, podemos verificar o sucesso da inducdo da
nefropatia, pois os valores do grupo NIC tiveram diferencas estatisticas dos valores
do grupo controle. No grupo NIC, notamos a elevacdo dos valores de creatinina 2

25%, como relatado em outras pesquisas em ratos e camundongos (Billings, et al.
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2008; Lee et al 2006). Interessante ressaltar que ndo houve diferenca significativa (p
> 0,05) entre os grupos M10 e M50 para as concentracdes de creatinina e ureia,
mostrando que mesmo na menor dosagem (10 mg/kg) o extrato de Macela mostrou-
se eficaz, inclusive com resultados mais promissores que estudos prévios, onde
foram utilizadas dosagens de 100 mg/kg de extrato de semente de uva (Ozkan et al.,
2012), 300 mg/kg de resina de Virola oleifera (Bda et al., 2015), e 500 mg/Kg de
Phyllanthus emblica (Tasanarong et al., 2014) na protec&o contra disfuncéo renal.
Este estudo é o primeiro que investiga os efeitos de A. satureioides na funcéo e
estrutura renal sobre o estresse oxidativo em nefrotoxicidade induzida por meio de
contraste radiolégico em camundongos. Constatou-se que os extratos de Macela
(M10 e M50) tem um efeito protetor na disfuncdo renal e uma melhora da leséao
causada pelo estresse oxidativo induzido por NIC através dos dados obtidos por
marcadores bioquimicos e pelos produtos de oxidacdo protéica, sendo, na maior
parte das andlises, semelhantes ou mais eficazes do que N-acetilcisteina, que é
comumente usado na prevencdo da nefropatia por contraste. Além disso, M50
reduziu acentuadamente a incidéncia de lesdes glomerulares e das células
tubulares, como observado nas analises histoldgicas.

Apesar de na literatura encontrarmos estudos elucidando efeito renoprotetor de
quercetina isolada (Gomes et al., 2014), no presente estudo ela ndo se mostrou
como a melhor opcéo para a prevencao das lesfes renais causadas por contraste
radiolégico. Os melhores resultados foram os obtidos com extratos de Macela, que
se assemelharam aos de NAC, todavia, ainda se mostraram mais eficazes contra a
oxidacao protéica e lesbes nas estruturas de glomérulos e tlbulos renais (Figuras 2
e 4), contribuindo para uma melhor protecdo das funcdes renais, visualizada pela

menor taxa de ureia plasmatica evidenciando uma melhor funcéo renal (Figura 1).

29



5 CONCLUSAO

A extracdo realizada com etanol 100% através de maceracdo assistida por
ultrassom mostrou-se mais eficiente e mais rapida, pois obteve-se maiores valores
de rendimento, teor de fendlicos e flavonoides totais, e quercetina. Os extratos de A.
satureioides apresentaram forte acdo antioxidante em todos os métodos avaliados.
Neste modelo de nefropatia, 10 mg/kg de extrato de Macela mostrou-se eficaz na
protecdo das funcdes renais contra o contraste, verificado pela manutencdo das
taxas plasmaticas de ureia de creatinina, além disso, apresentou resultados mais
promissores que 200 mg/kg de N-acetilcisteina, e que 10 mg/kg de quercetina,
indicando dessa forma que sua ag¢ao contra os danos oxidativos provocados por
contraste iodado se deve pelo sinergismo de seus compostos, e ndo somente pela

presenca de quercetina.
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