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RESUMO

SOARES, Karla Lirio, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, maio de 2023.
Caracterizacdo quimica e atividade bioldgica das cascas dos frutos do cambui-
roxo (Eugenia candolleana DC) e do bacupari (Garcinia brasiliensis Mart.).
Orientador: Rodrigo Scherer.

Os beneficios do consumo de frutas tém sido associados com 0s compostos
presentes nesses alimentos, como os compostos fenélicos que possuem atividade
antioxidante e capacidade de prevenir doencas relacionadas ao estresse oxidativo. As
espécies Eugenia candolleana (cambui-roxo) e Garcinia brasiliensis (bacupari)
ocorrem na Mata Atlantica, mas nao possuem muitos estudos na literatura. Portanto,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar a composi¢cdo quimica e a atividade bioldgica dos
frutos do cambui-roxo e do bacupari. As amostras foram coletadas no estagio maduro
e depois as cascas separadas manualmente. A composi¢ao quimica foi analisada por
UPLC-Orbitrap, o teor de fendlicos totais, flavonoides, antocianinas e atividade
antioxidante foram analisadas por métodos quimicos. Para analise in vivo foi utilizado
o modelo animal de nefropatia induzida por contraste em camundongos suicos
machos. Foram avaliados parametros bioquimicos, como a concentracao sérica de
creatinina e ureia, além de parametros relacionados ao estresse oxidativo, como
determinacdo das concentracbes de AOPP (produtos proteicos de oxidacao
avancada), TBARS (peroxidacgdo lipidica através de substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico) e concentracdes citoplasmaticas de peréxido de hidrogénio. Também
foi avaliado os danos ao DNA pelo ensaio do cometa e danos ao tecido renal através
de analises de histologia e microscopia eletrénica de varredura. Como resultado,
foram identificados compostos fendlicos como os flavonoides quercetina e
epicatequina em ambas as amostras. O cambui foi a fruta que apresentou maior teor
de compostos fendlicos totais (cambui 54,8 + 1,0 mg/g de extrato; bacupari 20,9 + 0,9
mg/g de extrato), assim como maior atividade antioxidante em todos os métodos
avaliados. Nos ensaios in vivo, foi observado que o modelo utilizado levou ao
desenvolvimento da leséo renal (valores grupo NIC: ureia — 188,32 16,82; creatinina
- 0,63 0,08), e os extratos das cascas dos frutos do cambui-roxo e do bacupari
preservaram a funcao renal, reduzindo os niveis séricos de creatinina (C10: 0,36 *
0,05 mg/dL; C100: 0,32 + 0,05 mg/dL; B100: 0,34 + 0,03 mg/dL) e ureia (C10: 85,20 *
19,17 mg/dL) e diminui o dano oxidativo sistémico (AOPP plasma — NIC: 0,31 + 0,07
umol/mg de proteina; B10: 0,13 + 0,01 pmol/mg de proteina; B100: 0,15 + 0,01
pumol/mg de proteina) e local, se mostrando superior ao tratamento convencional com
N-acetilcisteina. Além disso, os tratamentos preventivos com as frutas demonstraram
efeitos antigenotoxicos e preservaram as estruturas renais, diminuindo as lesbes
glomerulares e tubulares renais nas andlises histolégicas. Sendo assim, no presente
estudo foi possivel verificar que as frutas analisadas possuem compostos fendlicos
com atividade antioxidante. Também apresentou pela primeira vez que o tratamento
profilatico com o cambui-roxo e o bacupari reduziu os danos renais causados pelo
contraste, e que os compostos identificados nas frutas podem estar relacionados as
atividades observadas. A utilizacdo dessas frutas podem ser uma ferramenta
promissora na prevencao da CIN.

Palavras-chave: Mata Atlantica; polifendis; antioxidante; estresse oxidativo; leséo
renal.
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ABSTRACT

SOARES, Karla Lirio, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, May, 2023. Chemical
characterization and biological activity of fruit peels cambui-roxo (Eugenia
candolleana DC) and bacupari (Garcinia brasiliensis Mart.). Advisor: Rodrigo
Scherer.

The benefits of fruit consumption have been associated with the compounds present
in these foods, such as phenolic compounds that have antioxidant activity and the
ability to prevent diseases related to oxidative stress. The species Eugenia
candolleana DC(cambui-roxo) and Garcinia brasiliensis Mart. (bacupari) occur in the
Atlantic Forest, but there are not many studies in the literature. Therefore, the objective
of this work was to evaluate the chemical composition and biological activity of cambui-
roxo and bacupari fruits. Samples were collected at the mature stage and then the
peels were manually separated. The chemical composition was analyzed by UPLC-
Orbitrap, the content of total phenolics, flavonoids, anthocyanins and antioxidant
activity were analyzed by chemical methods. For in vivo analysis, the animal model of
contrast-induced nephropathy in male Swiss mice was used. Biochemical parameters
were evaluated, such as serum creatinine and urea concentrations, in addition to
parameters related to oxidative stress, such as determination of AOPP concentrations
(protein products of advanced oxidation), TBARS (lipid peroxidation through
substances reactive to thiobarbituric acid) and concentrations cytoplasmic hydrogen
peroxide. DNA damage was also evaluated by the comet assay and kidney tissue
damage through histology and scanning electron microscopy analyses. As a result,
phenolic compounds such as the flavonoids quercetin and epicatechin were identified
in both samples. Cambui was the fruit with the highest content of total phenolic
compounds (cambui 54.8 £ 1.0 mg/g of extract; bacupari 20.9 + 0.9 mg/g of extract),
as well as the highest antioxidant activity in all the methods evaluated. In in vivo tests,
it was observed that the model used led to the development of kidney damage (NIC
group values: urea — 188.32 16.82; creatinine — 0.63 0.08), and extracts from cambui
fruit peels -purple and bacupari preserved renal function, reducing serum creatinine
levels (C10: 0.36 + 0.05 mg/dL; C100: 0.32 = 0.05 mg/dL; B100: 0.34 = 0 .03 mg/dL)
and urea (C10: 85.20 + 19.17 mg/dL) and decreases systemic oxidative damage
(plasma AOPP — NIC: 0.31 + 0.07 pmol/mg protein; B10: 0 .13 + 0.01 pmol/mg of
protein; B100: 0.15 + 0.01 pmol/mg of protein) and local, proving superior to
conventional treatment with N-acetylcysteine. Furthermore, preventive treatments with
the fruits demonstrated antigenotoxic effects and preserved renal structures, reducing
glomerular and renal tubular lesions in histological analyses. Therefore, in the present
study it was possible to verify that the fruits analyzed have phenolic compounds with
antioxidant activity. It also presented for the first time that prophylactic treatment with
purple cambui and bacupari reduced kidney damage caused by contrast, and that the
compounds identified in the fruits may be related to the observed activities. The use of
these fruits can be a promising tool in preventing CIN.

Keywords: Atlantic Forest; polyphenols; antioxidant; oxidative stress; kidney injury.

12



1. INTRODUCAO

Uma alimentacdo saudavel e variada esta relacionada a manutencdo da saude e
prevencao de doencas, principalmente as doencas crénicas ndo transmissiveis, como
as cardiovasculares, diabetes, cancer e doencas renais (TANGNEY; STAFFILENO;
RASMUSSEN, 2017; WHO, 2022). Dentro da composi¢cdo dessa alimentacao, que
varia individualmente de acordo com idade, sexo, atividade fisica, contexto cultural e
disponibilidade de alimentos, existem principios basicos, como a recomendacéo do
consumo de pelo menos 400 g (ou seja, cinco porcdes) de frutas e legumes por dia

(excluindo tubérculos e raizes amilaceas) (WHO, 2022).

O consumo diario desses alimentos € importante, pois além dos macronutrientes
(carboidratos, proteinas e lipidios), as frutas também séo fontes de vitaminas,
minerais, fibras e compostos bioativos que possuem diferentes atividades bioldgicas,
como os compostos fendlicos por exemplo, que possuem propriedades antioxidantes

(KASOTE et al., 2015; METSAMUURONEN; SIREN, 2019).

Os compostos fendlicos sdo uma das principais classes de metabdlitos secundarios,
amplamente distribuidos na maioria das frutas e vegetais (GANESAN; XU, 2017,
SWALLAH et al., 2020). Possuem, em geral, em sua estrutura, ao menos um anel
aromatico com uma ou mais hidroxilas (OH) ligadas, podendo conter outros radicais
como carboxilas, metoxilas, estruturas ciclicas n&o-arométicas, entre outros
(ELAZZOUZI et al., 2019; GARCIA-PEREZ; KASANGANA:; STEVANOVIC, 2017). S&o
divididos em duas classes e subclasses de acordo com sua estrutura, sdo elas: os
compostos ndo flavonoides (acidos fendlicos, taninos, estilbenos e ligninas) e os

compostos flavonoides (flavondis, flavonas, flavononas, flavanois, isoflavonas,
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antocianinas e taninos condensados ou proantocianidina) (DURAZZO et al., 2019;

TSAO, 2010).

Esses compostos estdo relacionados com a cor, sabor e diversas atividades
biologicas (RECIO; ANDUJAR; RIOS, 2012), destacando-se seu potencial
antioxidante, atribuido, principalmente a sua capacidade de atuar como agente
redutor, doador de hidrogénio, supressor de radicais livres e quelante de metais

(ZAIDUN; THENT; LATIFF, 2018).

Justamente por essas caracteristicas quimicas e atividades antioxidante e anti-
inflamatoria, que esses compostos sao capazes de prevenir ou retardar a progressao
de doencas que se desenvolvem por mecanismos oxidantes e inflamatorios, como as
doencas renais, por exemplo (AVILA-CARRASCO et al., 2021; BAO; PENG, 2016).
Além disso, as principais fontes desses compostos sao alimentos como frutas e
vegetais, 0o que torna acessivel essa ferramenta terapéutica promissora (AVILA-

CARRASCO et al., 2021).

A composicéao de fendlicos nos vegetais variam de acordo com a espécie, maturacao,
condicbes de plantio (solo, clima, agua), pés-colheita, partes da planta (casca,
semente, folhas) entre outros fatores (SCHMIDT et al., 2019). Essas diferencas vao
influenciar diretamente na sua atividade bioldgica (GRANATO et al., 2016; LEMOS et

al., 2015, 2016).

A Mata Atlantica tem como caracteristica sua biodiversidade, mas é um dos biomas
mais devastados (DOS SANTOS et al., 2019). Portanto, torna-se importante para a
preservacdo de espécies vegetais nativas avaliar seu conteudo de compostos

bioativos, assim como seu possivel potencial contra doencas cronicas, a fim de
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diversificar a dieta humana, para aplicacdo terapéutica e valorizacdo da economia

local de forma sustentavel (ANUNCIACAO et al., 2019; FIDELIS et al., 2019).

Espécies do género Eugenia, ttm um vasto potencial econémico e farmacoldgico e
uma vasta exploracdo comercial de suas frutas comestiveis, madeira, 6leos
essenciais e uso como plantas ornamentais. No Brasil, existem cerca de 400 espécies
pertencentes ao género Eugenia distribuidas em todo o pais, como a Eugenia uniflora
(DE LIRA JUNIOR et al., 2007), Eugenia brasiliensis (MARTINOTTO et al., 2008),

Eugenia candolleana DC (SOBRAL et al., 2015), entre outras.

A Eugenia candolleana DC também conhecida como cambui-roxo, cereja preta ou
ameixa da Mata Atlantica, € uma espécie endémica no Brasil, nativa da Mata Atlantica,
ocorrendo em estados do Nordeste, Sudeste e Sul (SOBRAL et al., 2015). Estudo
prévio, nosso grupo de pesquisa identificou diferentes fendlicos, atividade antioxidante
e anti-inflamatoéria na semente e na parte comestivel (polpa com casca) do cambui-
roxo (SOARES et al., 2022). Considerando a coloracéo intensa da casca, o presente
estudo tem como objetivo avaliar a composicdo quimica e a atividade biolégica da

casca do fruto da Eugenia candolleana DC.

Outro género que tem demonstrado importante atividade biolégica € o Garcinia, essas
capacidades tém sido relacionadas a presenca de compostos como benzofenonas,
xantonas e flavonoides (GONTIJO et al., 2012; SANTA-CECILIA et al., 2011). Dentro
deste género, destaca-se a Garcinia brasiliensis Mart., que apesar de ser nativa da
regiio Amazonica, € encontrada em parte da Mata Atlantica (CORREA; PENA, 1984).
Estudos com a casca de Garcinia brasiliensis Mart. mostraram um efeito anti-
obesidade (MOREIRA et al., 2017), modulando a microbiota intestinal, diminuindo o

stress oxidativo e inflamag&o em ratos obesos (ARAUJO et al., 2019). Além disso,
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suas folhas também apresentaram importante atividade antioxidante e antimicrobiana
(NAVES et al., 2019) e anti-inflamatorio in vivo (SANTA-CECILIA et al., 2011). Apesar
de varios estudos demonstrarem suas propriedades biologicas, ndo foram
encontrados estudos que avaliaram a atividade antioxidante de diferentes métodos in
vitro de extratos etandlicos do bacupari, assim como nao foram encontrados estudos

avaliando a atividade nefroportetora in vivo desse fruto.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Alimentacao e saude

Muito além da quantidade, a qualidade da alimentacdo estd associada ao
desenvolvimento de doencas, bem como sua prevencao. Associada ao sedentarismo,
uma alimentacdo nao saudavel é um dos principais fatores de risco para o

desenvolvimento de doencgas crbnicas nao transmissiveis (WHO, 2022).

Tem se observado um aumento no consumo de alimentos ultraprocessados, segundo
a Pesquisa de Orcamento Familiar (POF) de 2017/2018, o consumo de alimentos in
natura, como frutas, verduras e legumes diminuiu enquanto o consumo de alimentos
ultraprocessados, como macarrdo instantaneo, biscoito recheado, embutidos e

refrigerantes aumentou, principalmente entre adolescentes (IBGE, 2021).

Vérios estudos tém relacionado o consumo elevado de alimentos ultraprocessados
com obesidade, sindrome metabdlica, disbiose, hipertensdo e cancer (FIOLET et al.,
2018; JUUL; HEMMINGSSON, 2015; LOUZADA et al., 2015; SCHNABEL et al.,

2018). Um estudo de coorte prospectivo francés associou a ingestdo de alimentos
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ultraprocessados com o aumento de aproximadamente 10% de doencas

cardiovasculares, coronarianas e cerebrovasculares (SROUR et al., 2019).

No Brasil, um estudo encontrou entre a populagao infantil um consumo de alimentos
ultraprocessados correspondente a 30% da ingestao caldrica diaria, e verificou que as
criancas que mais consumiam esses alimentos tinham o indice de massa corporal
significativamente maior quando comparadas as que consumiam menos. AsSim como
maior chance de desenvolverem obesidade e sobrepeso na fase adulta (LOUZADA et
al., 2015). Em contrapartida, sabe-se que uma dieta rica em frutas e legumes esta
relacionada com um menor risco de desenvolvimento de doencas (MORZE et al.,

2020).

Diretrizes nutricionais em todo o mundo recomendam o consumo diario desses
alimentos. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) orienta o consumo minimo de 400
g por dia de frutas, verduras e legumes (excluindo batatas e outros tubérculos) (WHO,
2020). No Brasil, o Guia Alimentar para a Populacéo Brasileira, de 2014, incentiva a
ingestao de frutas e alimentos in natura, ressaltando a importancia desses alimentos

para a saude (BRASIL, 2014).

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) traz como recomendacao uma alimentacao rica
em alimentos de origem vegetal como estratégia ndo somente de prevencdo do
aparecimento e desenvolvimento de céancer, como também reduzir os riscos de

retorno da doenga (INCA, 2021).

Essas recomendacdes e consensos estdo pautados no conhecimento da composicéo
desses grupos de alimentos, que além dos macronutrientes (carboidratos, proteinas

e lipidios), possuem diversos compostos bioativos capazes de prevenir varias
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doencas como as vitaminas, minerais, compostos fendlicos, entre outros (AHMAD et

al., 2016; LENQUISTE et al., 2015; PLAZA et al., 2016).

Os compostos fendlicos estdo distribuidos na natureza de forma universal e séo
considerados uma das principais classes de metabdlitos secundarios das plantas
(SWALLAH et al., 2020; YANG et al., 2020), podendo ser encontrados em todas as
partes das plantas, como casca, semente, caule, folhas etc (TEPLOVA et al., 2018).
Esses compostos possuem diversas atividades biologicas ja relatadas na literatura,
como atividade antioxidante (ZAIDUN; THENT; LATIFF, 2018), protetor
cardiovascular (MATTERA et al., 2017), anti-inflamatério (YAHFOUFI et al., 2018),
antiviral (LECHER et al., 2019), antimicrobiano (LIMA et al., 2019), quimiopreventivo
de cancer (XIAO et al., 2016), protetor renal (AVILA-CARRASCO et al., 2021; BAO;

PENG, 2016; DEN HARTOGH; TSIANI, 2019), entre outros.

2.2. Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive Oxigen Species) sdo naturalmente
produzidas pelo metabolismo humano durante processos celulares basicos, como na
producdo de trifosfato de adenosina (ATP) na cadeia de elétrons (MIRANDA-
VIZUETE; VEAL, 2017), e possuem importantes papéis na imunidade, diferenciacéo
celular e apoptose, por exemplo (NAVARRO-YEPES et al., 2014). Em condi¢c6es
fisiol6gicas, essa producao de ROS é compensada por mecanismos antioxidantes que
regulam e previnem os danos celulares que as ROS podem causar. Esse sistema de
defesa € composto por enzimas, como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT)

e glutationa peroxidase (GPx) (DEPONTE, 2013).

Além da producéo fisiologica de ROS, existem fatores externos que contribuem para

o aumento de ROS, como o sedentarismo, poluicdo, alimentacdo, disbiose, entre
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outros (figura 1) (PIZZINO et al., 2017; TAN et al., 2018). Com isso, 0 sistema
intrinseco de defesa celular se torna insuficiente para neutralizar todos os ROS
produzidos ocasionando um desequilibrio chamado de estresse oxidativo, que tem
sido associado ao envelhecimento e ao desenvolvimento de doencas crénicas,

doencas inflamatérias e degenerativas (figura 2) (TAN et al., 2018).
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Figura 1. Causas e consequéncias do estresse oxidativo. Dentre as causas pode se citar
infecgBes crbnicas, sedentarismo, obesidade, disbiose intestinal, alimentacdo, isolamento
social, estresse, ma qualidade do sono e exposicdo a xenobioticos (poluicdo, agentes
guimicos). Todos esses fatores aumentam a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que podem ocasionar ao desenvolvimento de doengas como sindrome metabdlica,
diabetes tipo 2, doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), doencas
cardiovasculares, céancer, depressdo, doencas autoimunes e neurodegenerativas, entre
outras (FURMAN et al., 2019).
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Figura 2. Interacdo entre o envelhecimento e o estresse oxidativo e o papel mutuo no
desenvolvimento de doencas relacionadas a idade. O envelhecimento leva a um declinio das
defesas antioxidantes, que ocasiona um acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
gue por consequéncia, leva a danos no mMRNA e oxidagdo de lipidios/proteinas.
Posteriormente, uma diminuicdo na fun¢do mitocondrial produz mais estresse oxidativo.
Todas essas altera¢cdes podem contribuir para o desenvolvimento e agravamento de doencas
relacionadas a idade Adaptado (TAN et al., 2018).
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Da mesma forma que fatores externos podem influenciar na producdo de ROS, é
possivel aumentar a oferta de antioxidantes através de fontes exdgenas, como da
alimentacdo (RICORDI; GARCIA-CONTRERAS; FARNETTI, 2015). As frutas sao
exemplos de alimentos que possuem compostos bioativos capazes de exercer fungéo
antioxidante e reequilibrar a balanca, prevenir danos celulares causados pelas ROS
e, consequentemente, prevenir o desenvolvimento das doencas relacionadas ao
estresse oxidativo (BALISTEIRO et al., 2017; INFANTE et al., 2016; ZHU; DU; XU,

2018).
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2.3. Nefropatia induzida por contraste

A nefropatia induzida por contraste (NIC) é uma leséo renal grave iatrogénica, ou seja,
€ causada por um tratamento meédico, neste caso, ocorre apos a administracdo de
contraste iodado em exames de imagem (MAMOULAKIS et al., 2017; TSAROUHAS
et al., 2018). A NIC tem por definicdo a diminuicdo da funcéo renal entre 48-72 h ap6s
administracdo de meios de contraste e é caracterizada pelo aumento de 0,5 mg/dL no

valor da creatinina sérica (VAN DER MOLEN et al., 2018).

Dentre as lesdes renais agudas iatrogénicas, a NIC € uma das causas mais comuns,
com uma incidéncia de até 24%, dependendo dos fatores de risco do paciente, como
obesidade, diabetes e doenca renal cronica, por exemplo (CRUZ et al.,, 2012;
PATTHARANITIMA; TASANARONG, 2014). Como consequéncia da NIC, ha um
aumento no tempo de internagcado hospitalar, da mortalidade a curto e a longo prazo,
gerando maior gasto de recursos de cuidados de saude (KUSIRISIN;

CHATTIPAKORN; CHATTIPAKORN, 2020; SHAMS; MAYROVITZ, 2021).

A fisiopatologia da NIC é muito complexa e ainda nao totalmente elucidada. Como
estd esquematizada na figura 3, sdo diversos mecanismos que induzem essa leséo,
como por exemplo, vasoconstricdo renal, que leva a isquemia renal, principalmente
na medula (ACR, 2021; ANDREUCCI et al., 2014; SCODITTI; MASSARO;
MONTINARI, 2013), efeitos citotdéxicos diretos dos meios de contraste, causando
danos as células tubulares, ativacdo de mediadores inflamatorios (CAIAZZA et al.,
2014; GUSS et al., 2017), e estresse oxidativo causado pelo aumento das espécies

reativas de oxigénio (ERO) (KUSIRISIN; CHATTIPAKORN; CHATTIPAKORN, 2020).
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Figura 3. Fisiopatologia da Nefropatia Induzida por Contraste (NIC). DCV: Doencas
cardiovasculares; TFG: Taxa de filtragcdo glomerular;, ROS: Espécies reativas de
oxigénio. (Adaptado: MAMOULAKIS et al., 2017).

Na maior parte da populacdo a NIC é reversivel, porém existem alguns fatores de
risco que podem aumentar sua incidéncia e suas consequéncias, como por exemplo
a idade avancada (> 65 anos) tem sido associada a um maior risco de NIC (NICOLA
et al., 2015), a quantidade, o tipo e as caracteristicas do contraste (principalmente
osmolalidade e viscosidade), desidratacdo ou presenca de comorbidades como
diabetes mellitus, doenca cardiovascular, hipertensdo, insuficiéncia renal grave pré-
existente (ACR, 2021; AZZALINI; SPAGNOLI; LY, 2016; DAVENPORT et al., 2013;

KATSIKI et al., 2015).

Porém, considerando que a maior parte dos procedimentos que utilizam meios de
contraste sao realizados de maneira ndo emergente, ha tempo habil para identificar
pacientes de risco e estabelecer condutas preventivas (HOSSAIN et al., 2018), como

por exemplo, o uso da dose minima necessaria de contraste, assim como a escolha
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do meio de contraste, hidratacdo do paciente e o uso da n-acetilcisteina (NAC)

(SHAMS; MAYROVITZ, 2021; XU et al., 2016).

A NAC é um medicamento derivado acetilado do aminoacido cisteina, tem sido
utilizado como um agente protetor dos rins, pois possui propriedades antioxidantes e
vasodilatadoras promissoras, além de prevenir a apoptose celular. Outra atividade
bioldgica da NAC é o seu efeito vasodilatador, relacionada a producao de éxido nitrico
(BRIGUORI et al., 2011; HOSSEINJANI; MOGHADDAS; KHALILI, 2013). Porém as
evidéncias de seu real efeito protetor ainda ndo sédo conclusivas (HOSSAIN et al.,

2018; SUBRAMANIAM et al., 2016; XU et al., 2016).

Nesse contexto, a investigacdo de intervencfes preventivas eficazes contra NIC é
fundamental para evitar danos renais, custos e 6nus associados a essa complicacao,
como por exemplo, as plantas medicinais com potencial biolégico podem se tornar
uma alternativa eficiente ao uso de medicamentos (BOA et al., 2015; MAMOULAKIS

et al., 2017; SCHARNWEBER; ALHILALI; FAKHRAN, 2017).

2.3.1. Modelo murino de nefropatia induzida por contraste

O primeiro caso clinico registrado de nefropatia induzida por contraste foi relatado em
1941 (PENDERGRASS, 1942), mas somente em 1980 foi publicado o primeiro modelo
experimental de nefropatia por contraste utilizando coelhos e ratos como modelos

experimentais (GOLMAN; HOLTAS, 1980).

Depois disso, outros estudos foram publicados ao longo do tempo utilizando diferentes
tipos de contrastes e modelos animais, e em 2015, o Laboratério de Fisiologia e
Farmacologia Translacional da Universidade Vila Velha desenvolveu um modelo

simples e reprodutivel de nefropatia utilizando camundongos (BOA et al., 2015).
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Os modelos anteriores utilizavam a via intravascular para administragdo dos
medicamentos e contraste, uma via de dificil acesso devido ao tamanho do animal
(AGMON et al., 1994; BILLINGS et al., 2008). Por outro lado, no estudo de BOA et al.,
(2015) foi padronizado a via intraperitoneal que tornou mais facil o manejo e
reproducdo do modelo. Além disso, o uso de inibidores da producdo de
prostaglandinas (indometacina) e oxido nitrico (L-NAME) foi mantido assim como nos
outros estudos prévios, com o objetivo de mimetizar o metabolismo de um paciente
com comorbidades vasculares e renais, considerando que somente a administracao
do contraste ndo causa nefropatia nos animais, como também nao causa leséo renal
em pacientes saudaveis (BILLINGS et al., 2008; KISS; HAMAR, 2016; MAMOULAKIS

et al., 2017).

2.4. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo uma classe metabodlitos secundarios
biossintetizados a partir das vias de pentose fosfato, chiqguimato e fenilpropanoide
(FARIAS et al., 2020). Esses compostos sao responsaveis pela protecao das plantas
atuando como moléculas sinalizadoras em defesa contra o estresse oxidativo e a
radiacdo ultravioleta, além de atrair polinizadores e animais para dispersar sementes
(VUOLO; LIMA; MAROSTICA JUNIOR, 2019). Por isso a composic¢éo e variedade de
compostos podem variar de acordo com a espécie e até mesmo dentro da prépria
espécie dependendo da localizacéao, clima, solo, temperatura, estacédo do ano, indices

de chuva (LEMOS et al., 2015, 2016).

Os polifendis possuem estruturas quimicas caracteristicas com um ou mais aneéis
aromaticos e com dois ou mais grupos hidroxila (figuras 4 e 5). Eles podem ser

encontrados nas frutas e hortalicas nas suas formas livres ou conjugados com
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acucares, acidos, entre outras (SKROVANKOVA et al., 2015). Podem ser divididos
em varias classes (por exemplo, acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos,
antocianinas, proantocianidinas, flavondis, flavonas, flavandis, flavanonas,
isoflavonas e stilbenos) (VUOLO; LIMA; MAROSTICA JUNIOR, 2019).
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Dentre os compostos com atividade antioxidante presente nas frutas e vegetais, os
compostos fendlicos sdo mais comuns (MINATEL et al., 2017) e sdo atribuidos a
caracteristicas desses alimentos como cor, textura, adstringéncia, sabor, mas além
disso também estdo associados a beneficios a saude humana, como na melhora da
microbiota e prevencdo de doencas crbnicas como as doencas cardiovasculares,
diabetes, cancer e doencas neuroldgicas (BLAHOVA et al., 2021; HUGEL et al., 2016;
MAKAREWICZ et al., 2021; SHAHIDI; YEO, 2018; TULI et al., 2019; UDDIN; KABIR,

2019; UDDIN et al., 2020).

Os efeitos bioldgicos ja descritos dos polifendis sdo associados, principalmente, a
capacidade de reduzir o estresse oxidativo, através de mecanismos como 0 sequestro
ou inibicdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, transferéncia de elétrons,
assim como ativacao de enzimas antioxidantes (ADDEPALLI; SURYAVANSHI, 2018;
AGUNLOYE et al., 2019; ALl et al., 2019; CHEN et al., 2018; FAN et al., 2018; FARIAS

et al., 2020; FEI et al., 2019).

2.5. Frutas da Mata Atlantica

O Brasil € um dos paises com maior biodiversidade em todo o mundo, cuja fauna e
flora foram investigadas devido a sua complexidade de substancias quimicas
utilizadas para beneficios humanos (PONTES et al.,, 2016). A Mata Atlantica é
considerada um hotspot, ou seja, uma area de diversidade ecoldgica com risco de
extincdo. Originalmente, a area de vegetacao cobria cerca de 17 Estados desde o
Nordeste até o Sul, com diferentes climas e relevos. Porém, estima-se que restam
12% de remanescentes florestais, incluindo areas de reflorestamento, sendo o bioma
mais ameacado do planeta, por isso foi decretada Reserva da Biosfera pela Unesco

e Patrim6nio Nacional, na Constituicdo Federal de 1988 (RIBEIRO et al., 2011).
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Portanto, a preservacédo e valorizacdo das espécies vegetais e animais desse bioma
€ de grande importancia, pois a grande quantidade de espécies nativas e exoticas
subexploradas, podem ser uma possivel fonte de renda futura para a populacao local,
e uma oportunidade de acesso a mercados especiais onde 0s consumidores tém
interesse na em alimentos com potencial capacidade de prevencdo de doencas

(BORGES; CONCEICAO; SILVEIRA, 2014; HAMINIUK et al., 2011).

Pesquisadores de varias partes do mundo, tém investigado espécies de vegetais que
ainda ndo foram estudadas, para avaliar seu conteido de compostos bioativos, assim
como o seu possivel potencial contra doencas crbnicas, a fim de diversificar a dieta
humana, para aplicacdo terapéutica e melhoria e valorizacdo da economia local

(BOUHLALI et al., 2017).

Na busca de novas fontes de moléculas bioativas, as espécies de frutas nativas
brasileiras despertam atencao devido ao seu potencial altamente valioso, ainda nao

explorado, agroindustrial, alimentar e terapéutico (VIDAL et al., 2012).

2.5.1. Género Eugenia

Um importante membro da familia Myrtaceae é a Eugenia, que € um dos maiores
géneros dessa familia com cerca de quinhentas espécies (MABBERLEY, 2017).
Vérias espécies desse género ja foram relatadas para uso na medicina popular

(GUIMARAES et al., 2009).

Espécies de frutas do género Eugenia tém um vasto potencial econdémico e
farmacoldgico, além de ampla exploracdo comercial de suas frutas comestiveis,
madeira, 6leos essenciais e uso como plantas ornamentais. No Brasil, existem cerca

de 400 espécies pertencentes ao género Eugenia distribuidas em todo o pais,
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incluindo espécies nativas da Mata Atlantica, como a grumixama (Eugenia
brasiliensis), goiabdo ou araca-piranga (Eugenia leitonii), cereja-do-rio-grande
(Eugenia involucrata DC.), cagaita (Eugenia dysenterica DC.) entre outras (DAMETTO
et al.,, 2017) (FRANZON; RASEIRA, 2006) (GONCALVES; LAJOLO; GENOVESE,

2010) (INFANTE et al., 2016) (TEIXEIRA et al., 2015).

Estudo prévio relata que a Pitanga (Eugenia uniflora) é rica em compostos bioativos,
como carotenoides e antocianinas, e possui altos niveis de vitaminas A e C, superiores
a de outras frutas e vegetais comumente consumidos, como o0 mamao, tomate e

brécolis, por exemplo (SCHMIDT et al., 2019).

Estudos identificaram &cido elagico, kaempferol e quercetina presentes na Eugenia
dysenterica DC e demonstraram atividades biolégicas em ensaios in vivo. O
tratamento com o extrato dessa fruta rico em polifendis reduziu ganho de peso
corporal e adiposidade, melhorou os parametros bioquimicos como os triglicerideos e
colesterol LDL plasmatico em camundongos alimentados com uma dieta com alto teor
de gordura e sacarose. Além da prevencdo da obesidade, esse extrato também
melhorou a homeostase da glicose e atenuou a dislipidemia em camundongos ja
obesos (DONADO-PESTANA; BELCHIOR; GENOVESE, 2015; DONADO-PESTANA

et al., 2018; GONCALVES; LAJOLO; GENOVESE, 2010).

INFANTE et al., (2016) encontraram epicatequina e acido galico nas folhas, sementes
e polpa de quatro espécies do género Eugenia: Eugenia brasiliensis Lam., Eugenia
involucrata DC, Eugenia myrcianthes Nied e Eugenia leitonii D. Legrand. Além disso,
0s extratos etandlicos das diferentes amostras apresentaram atividade antioxidante

em meétodos in vitro e atividade anti-inflamatéria in vivo, reduzindo a migracéo de
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neutréfilos em modelo de inflamacdo de fase aguda induzida por carragenina em

camundongos.

TEIXEIRA et al., (2015) demonstraram que a Eugenia brasiliensis Lam. é uma fruta
rica em antocianinas e flavonois, como a cianidina-3-glicosideo, quercetina e

elagitaninos, apresentando assim um potencial como alimento funcional.

Uma fruta desse género ainda pouco explorada € a Eugenia candolleana, também
conhecida como cambui-roxo, cereja preta ou ameixa da Mata Atlantica, uma espécie
endémica no Brasil, nativa da Mata Atlantica, ocorrendo em estados do Nordeste,

Sudeste e Sul (SOBRAL et al., 2015).

O oOleo essencial de suas folhas jA possui estudos demonstrando atividades
antinocpetivas, anti-inflamatoérias, atribuida a sua possivel capacidade de inibir a
sintese de prostaglandinas (GUIMARAES et al., 2009). Outra atividade deste 6leo

essencial é a atividade larvicida contra Aedes aegypti (NEVES et al., 2017).

Em estudo prévio, nosso grupo de pesquisa identificou compostos fendlicos, como a
guercetina, epicatequina, acido gélico e acido clorogénico na semente e na parte
comestivel (polpa com casca) do cambui-roxo. As amostras também apresentaram
alta atividade antioxidante em diferentes métodos quimicos e anti-inflamatoria em

cultura de células (SOARES et al., 2022).
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Figura 6. Fruto do cambui-roxo. Fonte: acervo pessoal.

Considerando a coloracéo intensa da casca (figura 6), o presente estudo separou a

casca da polpa, para avaliar sua composicao quimica e atividade biologica.

2.5.2. Género Garcinia

Dentre as espécies encontradas na Mata Atlantica, destaca-se a Garcinia brasiliensis
Mart., que apesar de ser nativa da regido Amazonica, € encontrada em parte da Mata
Atlantica, desde o estado do Rio Grande do Sul até a Bahia. Sua arvore apresenta
grande porte com folhas compridas oblongas e seus frutos tém a casca amarela. No
Brasil é conhecida principalmente por bacupari, mas pode ser chamada de bacuri,

porocé e bacuripari, e ainda por guapomo, na Bolivia (CORREA; PENA, 1984).

Estudos com frutas do género Garcinia tem demonstrado importantes atividades
biolégicas. MAMAT et al., (2020) verificaram que 0 mangostéo (Garcinia mangostana
Linn.) é rico em metabdlitos como os fendlicos, terpenos, alcaldides e xantonas,

compostos com propriedades bioativas.

Na Garcinia xanthochymus foram encontrados compostos como as xantonas,

benzofenonas, flavonoides, isocumarinas e depsidonas (HASSAN; TAHER;
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SUSANTI, 2018). Em um estudo que avaliou a atividade antioxidante de extratos de
folhas, raizes e frutas de Garcinia xanthochymus através de métodos quimicos, DPPH
e ABTS, observou que os extratos apresentaram atividade semelhante ao padrdo BHT

(FU et al., 2012).

ARAUJO et al., (2019) avaliou os efeitos da administracdo de extrato etanolico da
casca do bacupari (Garcinia brasiliensis) (674 mg/kg de peso) em ratos obesos
alimentados com uma dieta rica em gordura. Os autores observaram que o tratamento
modulou a microbiota intestinal, diminuindo (p< 0,05) a abundancia de micro-
organismos dos filos Firmicutes e Proteobacteria e aumentando (p< 0,05) a
concentracdo fecal do &cido propiénico. Além disso, o tratamento apresentou
atividade antioxidante e anti-inflamatéria, inibindo o NF-kB e aumentando a expressao

da catalase (p < 0,05).

Outros estudos, que também utilizaram a casca de bacupari, demonstraram reducao
da obesidade e de suas complicacfes, como a esteatose hepatica ndo alcodlica, em
ratos alimentados com dieta hiperlipidica, modulando as vias da lipdlise e lipogénese

hepatica (MOREIRA et al., 2017, 2018).

MELO et al., (2021) avaliaram composicao e atividade biolégica da farinha da casca
e semente do bacupari, encontrando altos teores de proteina e de fibras, além disso
de uma quantidade significativa de compostos fendlicos e atividade antioxidante,

classificando essas farinhas como alimento com excelentes propriedades bioativas.

Em um trabalho com as folhas de bacupari, foi observado um efeito anti-inflamataorio
e antinoceptivo em animais, reduzindo (p< 0,05) a formagdo de edema de pata

induzido por carragenina, menor (p< 0,05) crescimento de tecido fibrovascular
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induzido pela introdugéo subcutédnea de algoddao e menor (p< 0,05) numero de

episodios de contor¢ées induzidas por acido acético (SANTA-CECILIA et al., 2011).

As folhas também apresentam importante atividade antioxidante no ensaio in vitro do
DPPH e antimicrobiana contra cepas de Staphylococcus (S. aureus, S. epidermidis),
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e leveduras do género Candida (C.
albicans, C. krusei) com CIM (concentracgao inibitéria minima) abaixo de 100 ug/ml

(NAVES et al., 2019).

Considerando que frutas do género Garcinia apresentam indmeras atividades
bioldgicas atribuidas a sua composicao, e que a Garcinia brasiliensis Mart. também ja
demonstrou atividades importantes, sua inser¢do na alimentacao da populacéo traria
beneficios, além de ser sustentavel, por se tratar de uma fruta nativa brasileira. Porém,
ainda néo foi avaliado a atividade antioxidante em diferentes métodos in vitro do
extrato das cascas do bacupari, assim como sua atividade nefroprotetora em modelo

murino de nefropatia induzida por contraste.
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CAPITULO 1 - Caracterizagdo quimica e atividade antioxidante in vitro de
cascas dos frutos do cambui-roxo (Eugenia candolleana DC) e do bacupari

(Garcinia brasiliensis Mart).

1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral
Realizar a caracterizacao quimica e avaliar a capacidade antioxidante de extratos de
cascas de frutos de cambui-roxo (Eugenia candolleana DC) e de bacupari (Garcinia

brasiliensis Mart.) em ensaios quimicos.

1.2. Objetivos especificos
Identificar os compostos fendlicos por espectrometria de massas;
Determinar o conteudo de fendlicos, antocianinas e flavonoides totais dos extratos;

Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos por diferentes ensaios quimicos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras
As amostras do cambui-roxo e do bacupari foram coletadas em seus estadios de
maturacdo mais maduros, em propriedades particulares nos municipios do Espirito
Santo, Domingos Martins (-19.931572; -40.615278; 688 m) e Itaguacu (-19.839137, -
40.855494), respectivamente.
Apos a coleta, as amostras foram transportadas para o Laboratorio de Cromatografia
do Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Vila
Velha. A planta foi identificada pela botanica MSc. Solange Schneider, e um espécime
foi depositado no herbario da UVV-ES (bacupari n° 2612; cambui n°® 2621). No

laboratoério, as amostras foram lavadas em agua corrente e secas em temperatura
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ambiente. ApOs esse processo, as cascas dos frutos foram retiradas manualmente,

congeladas a -80°C, liofilizadas e trituradas para posterior preparo dos extratos.

2.2. Caracterizacdo quimica

2.2.1. Perfil de compostos por LC-MS/MS

A caracterizacao quimica foi realizada de acordo com (BARBOSA et al., 2018). Foram
pesadas 0,1 g de amostra (previamente liofilizadas e trituradas em moinho de bolas),
extraidas por sonicacdo usando 10 mL de uma solucdo de acetona:agua:acido
cloridrico (70:29,9:0,1 v/v/v) e o sobrenadante obtido apds a centrifugacéo (3500 rpm,
15 min) foram filtrados (0,45 um). A separacado cromatografica foi realizada em um
sistema Accela UHPLC equipado com uma bomba quaternaria, um amostrador
automatico e um forno de coluna. A separacéo foi feita em uma coluna de fase reversa
C18 de casca porosa (150 x 2,1 mm, tamanho de particula parcialmente porosa de
2,7 uym) sob eluigdo em gradiente com base em solugdo aquosa de acido férmico a
0,1% (solvente A) e acetonitrila também contendo &cido férmico a 0,1% (solvente B).
Para a identificacdo o sistema UHPLC foi acoplado a um sistema Q-Exactive Orbitrap
HRMS equipado com uma fonte de ionizacao por electropulverizagcéo aquecida (HESI-

II) operada no modo de ionizagdo negativa.

2.2.2. Preparo dos extratos

A extracao foi realizada utilizando 20 g de material liofilizado para 200 mL de etanol
absoluto pelo método de maceracao assistida por ultrassom a 80 Hz (Elma; Elmasonic
P 60H). Apds 2 ciclos de 30 minutos, os extratos foram filtrados em papel filtro. Esse
processo foi repetido duas vezes. As fracdes organicas foram reunidas e evaporadas
atraves de rota evaporador (Fisatom® 802 — 1200W) até remocao do etanol (GUSS

et al., 2017).
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2.2.3. Fenalicos totais

A determinacado dos fenolicos totais (CFT) foi realizada nos extratos pelo método de
Folin-Ciocalteau de acordo com (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS,
1999). Em uma placa de 96 pocos, foi adicionado 30 yL da amostra e 150 pL do
reagente Folin Ciocalteau diluido em agua destilada (1:10). Ap6s 5 minutos, foram
adicionados 120 pL de solugéo aquosa de carbonato de sddio 7,5%. A reagéo ocorreu
durante 90 min no escuro e a absorbancia foi lida a 740 nm. Os resultados foram

expressos em equivalentes de acido galico através de curva de calibracdo externa.

2.2.4. Conteudo total de antocianinas monomericas

O total de antocianinas foi determinado usando o método de pH diferencial (GIUSTI,;
WROLSTAD, 2001). Solugdes de 5 mg/mL das amostras foram preparadas em dois
tampdes diferentes (cloreto de potassio e acetato de sédio). A absorbéncia desses
extratos foi monitorada de acordo com a equagao 1: A = (A520nm — A700nm) pH1.0
— (A520nm — A700nm) pH4,5. A concentracdo (mg/g de extrato) de antocianinas foi
expressa em cianidina-3-glicosideo e calculada usando a equagéo 2: (A x MW x DF x
1000) / (¢ x L); onde A é obtido na equacao 1, MW é o peso molecular para cianidina-
3glicosideo, DF é o fator de diluicdo, € € absortividade molar (26,900), e L é o caminho

otico (1 cm).

2.2.5. Flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo (XU; YUAN; CHANG, 2007), com
modificagcdes. Em uma microplaca de 96 pocos e fundo chato transparente, foram
adicionados 180 pL do extrato (2mg/mL) e 15 uL de NaNO:2 2,5 % e deixado por seis
minutos no escuro. Apos esse tempo foram adicionados 15 pL de AICIs 10% e, depois

de mais cinco minutos no escuro, foram adicionados 50 yL de NaOH 1M. Aguardou-
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se 10 minutos, para a formacdo do complexo flavonoide-aluminio, a temperatura
ambiente. Para a quantificacdo foi feita uma curva padrdo com quercetina (Sigma
Chemical co.) (0,1-50 ug/mL). A leitura foi realizada a 415 nm utilizando um leitor de
microplacas (SpectraMax 190 Microplate Reader, Molecular Devices, Califérnia,
EUA). As andlises realizadas em triplicata e o0s resultados expressos em mg

equivalentes de quercetina por grama de extrato.

2.3. Atividade antioxidante

2.3.1. ABTS

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com (RE et al., 1999), com
modificacdes. A solucédo estoque do cation radical ABTS (ABTSe+) foi formado por
reacdo de solucdo aquosa de ABTS (7,0 mM) com persulfato de potassio (2,45 mM),
mantido sob refrigeracdo por 24 h. Para o preparo da solucdo trabalho, a solugéo
estoque foi diluida com etanol 50% até a absorbancia de 1,1 (£ 0,02) a 734 nm. Em
microplacas de 96 pocos foram adicionados 30 pL de cada concentracdo dos
compostos + 270 pl ABTSe. O branco foi feito com 30 pl de etanol 50%. A leitura foi
realizada a 734 nm utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax 190 Microplate
Reader, Molecular Devices, Califérnia, EUA). A atividade sequestrante de radicais foi
calculada como se segue: | (%) = [(AbsO - Absl) / AbsO] x 100, em que AbsO era a
absorbancia do branco e Absl é a absorbancia na presenca do composto de teste a
diferentes concentracdes. Os resultados foram expressos como IR50 (concentracao
da amostra capaz de reduzir de 50% de radicais livres), calculada pela equacéo linear

obtida a partir da curva de cada amostra (concentracdo final ug/mL vs 1%).
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2.3.2. DPPH

A atividade antioxidante das amostras foi determinada pelo método DPPH
(SCHERER; GODOQY, 2009). Em microplacas de 96 pog¢os foram adicionados 270 pl
de DPPH e 30 pL de cada concentragao dos compostos e a reagao foi mantida no
escuro por 60 minutos. O branco foi feito com 30 pl de etanol 50%. A leitura foi
realizada a 517 nm utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax 190 Microplate
Reader, Molecular Devices, Califérnia, EUA). A atividade sequestrante de radicais foi
calculada como se segue: | (%) = [(AbsO - Absl) / AbsO] x 100, em que AbsO era a
absorbancia do branco e Absl era a absorbancia na presenca do composto de teste
a diferentes concentracfes. Os resultados foram expressos como IR50 (concentracao
da amostra capaz de reduzir de 50% de radicais livres), calculada pela equacéo linear

obtida a partir da curva de cada amostra (concentragao final ug/mL vs 1%).

2.3.3. Peroxido de Hidrogénio

A atividade antioxidante pelo sequestro do peréxido de hidrogénio (H202) foi realizada
segundo a metodologia de (PICK, EDGAR; KEISARI, 1980) modificada, utilizando a
concentragédo do extrato a 500 pg/mL. Para o experimento, todas as solug¢des foram
preparadas em tampao fosfato pH 7,0. Acrescentou-se em uma microplaca de 96
pocos: 25 uL da amostra teste + 50 pL de H202 (10 mM) + 20 uL de vermelho de fenol
(0,2 mg/mL) + 130 uL de tampéo fosfato (PBS). Por ultimo foi adicionado 25 uL da
enzima peroxidase (8,5 U/mL). Essa mistura foi mantida a temperatura ambiente por
15 minutos e por fim, foi adicionado NaOH (1M). A leitura foi realizada em leitor de
microplaca a 610 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicéo do
H20: através da equacéo: | (%) = [(AbsC — AbsT) / AbsC] x 100], em que AbsC ¢é a
absorbéancia do controle e AbsT € a absorbancia da amostra. O controle da reacao foi

realizado na auséncia da peroxidase. Todo o experimento foi conduzido em triplicata.
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2.3.4. Superoéxido

O método do sequestro do radical superoxido também foi empregado para avaliar a
atividade antioxidante das amostras utilizando a concentragcdo de 500 pg/mL
(SUZUMURA; YASUHARA; NARITA, 1999). Para o experimento, adicionou-se em
uma microplaca de 96 pogos: 40 pL da amostra teste + 40 pL de nitroblue tetrazolium
(NBT), 10 uL de metasulfato de fenazina (PMS), solugdo tampao pH 7,4 e por fim,
para a formagéao do radical superoxido, foi adicionado 10 uL de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH). A reacao foi mantida por 10 minutos no escuro e a leitura
realizada a 560 nm. O controle da reagédo ocorreu na auséncia da amostra e todo o
experimento foi conduzido em triplicata. O indice de reduc¢éo percentual (%) do radical
superoéxido foi calculado através da equacéo: IR(%)= [(AbsC — AbsT) / AbsC] x 100],

onde, AbsC é a absorbancia média do controle e AbsT é a absorbancia do teste.

2.3.5. Oxido nitrico

O método da determinacéo indireta de Oxido nitrico também foi empregado para
avaliar a atividade antioxidante das amostras utilizando a concentragao de 500 pg/mL
(GREEN et al., 1982; MAIA et al., 2010). Para o experimento, adicionou-se em uma
microplaca de 96 pocos: 75 UL da amostra teste + 75 pL de nitroprussiato de sédio
(NPS), e foi mantido 2 minutos sob luz UV. Apds esse tempo, acrescentou-se 75 uL
de sulfanilamida, foi mantido no escuro por 10 minutos e entédo foi adicionado 75 pL
dicloridrato de N-1-nafitiletiienodiamina (NED). A leitura foi realizada a 540 nm. O
controle da reagdo ocorreu na auséncia da amostra e todo o experimento foi
conduzido em triplicata. O indice de reducdo percentual (%) do 6xido nitrico foi
calculado através da equacao: IR(%)= [(AbsC — AbsT) / AbsC] x 100], onde, AbsC é

a absorbancia média do controle e AbsT é a absorbéancia do teste.
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2.4. Andlise estatistica

Para a analise dos dados com apenas duas amostras foi utilizado o teste t de student,
utilizando o software Prism 8.0.2. As diferencas foram consideradas significativas

quando p <0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacdo quimica

Na Tabela 1, estdo apresentados os resultados da caracterizacdo quimica por LC-
MS/MS. Como pode ser observado, as amostras apresentaram composicao diferentes
em relacdo ao perfil de compostos. Em comum, foram identificados em ambas as
frutas os compostos fendlicos quercetina e epicatequina e o terpenoide &cido
betulinico

No bacupari, os compostos majoritarios foram o acido 4-hidroxibenzéico e a

epicatequina, ja no cambui o composto majoritario foi o flavonoide quercetina.
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Tabela 1. Perfil de compostos das amostras atraves de LC-MS/MS (ug/100g matéria seca)

Composto Férmula [M-H] Massa exata m/z  Massa experimental m/z  Erro (ppm) Cambui-roxo Bacupari
(-)-Epicatequina C15H1406 C15H1306 289,07066 289,07187 4,17 190+ 2,0 3900 = 42
3-metilcatecol C7H802 C7H702 123,04406 123,04522 0,546 - 704 £2,0
Acido 2,5-di-hidroxibenzoico C7H604 C7H504 153,01824 153,01891 -2,758 - 65+0,1
Acido 4-hidroxibenzéico C7H603 C7H503 137,02425 137,02425 -1,221 - 1120+ 3,0
Acido betulinico C30H4803 C30H4703 455,35197 455,35337 3,071 171 +£8,0 70+0,1
Acido cafeico C9H804 - - - - - -
Acido clorogénico C16H1809 C16H1709 353,08671 353,088 0,551 - 29+0,2
Acido ferdlico C10H1004 - - - - - -
Acido galico C7H605 C7H505 169,01315 169,01419 -0,335 - 672+0,2
Acido p-cumarico C9H803 C9H703 163,0389706 163,03996 -0,659 - 9,4+0,1
Acido rosmarinico C18H1608 C18H1508 359,07614 359,07754 0,834 - 27+0,1
Acido Sinapico C11H1205 - - - - - -
Acido Siringico C9H1005 - - - - - -
Arbutina C12H1607 - - - - - -

Etil galato C9H1005 C9H905 197,04445 197,04583 1,438 - 51+0,1
Morina C15H1208 - - - - - -
Pirocatecol C6H602 - - - - - -




Composto Férmula [M-H] Massa exata m/z  Massa experimental m/z  Erro (ppm) Cambui-roxo Bacupari
Pirogalol C6H603 - - - - - _
Polidatina C20H2208 C20H2108 389,12309 389,12436 3,253 17+3,0 -
Quercetina C15H1007  C15H907 301,03428 301,03552 4,122 2200 + 20 658 £ 6,0
Resveratrol C14H1203 - - - - - -
Rutina C27H32017 - - - - - -
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3.2. Composicéao fendlica e atividade antioxidante

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da composicdo fendlica e atividade
antioxidante das amostras. Como pode-se observar o cambui apresentou maior teor
de fendlicos totais em comparacéo ao bacupari. Devido a coloracao das frutas, sendo
0 cambui roxo e o bacupari amarelo, as antocianinas foram quantificadas somente no
cambui e os flavonoides no bacupari.

Em relacdo a atividade antioxidante, o cambui apresentou melhor atividade
antioxidante no método do DPPH em relacdo ao bacupari. Nos métodos de Oxido
nitrico e superoxido o cambui apresentou entre 20 e 30% de indice de reducdo,

enguanto o bacupari apresentou atividade insignificante (abaixo de 10%).

Tabela 2 — Composicéo fendlica e atividade antioxidante dos extratos das cascas de

frutos de cambui-roxo (Eugenia candolleana DC) e de bacupari (Garcinia brasiliensis

Mart.).

Cambui-roxo Bacupari
Fendlicos Totais 54,8 +1,0a 20,9+ 0,9b
Antocianinas Totais 125+ 2,3 NA
Flavonoides NA 0,62 + 0,04
ABTS 45,1+ 7,9a 76,1 £1,6b
DPPH 123 +6,3a 213 +13b
Oxido nitrico 229+14 < 10%
H202 <10% <10%
Oz 30,1+4,6 <10%

Letras minUsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas entre as amostras
(p <0,05).

*Resultados expressos como:

Fendlicos Totais: mg de equivalentes de acido galico/g de extrato

Antocianinas Totais: mg de cianidina-3-glicosideo/g de extrato
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Flavonéides: mg de equivalentes de quercetina/g de extrato

ABTS, DPPH: IRs0 — concentracéo da amostra em pug/mL capaz de inibir 50% dos radicais livres.
Oxido nitrico, H202, O2: 1% - porcentagem de inibigdo do extrato em uma concentragéo de 500 pg/mL.
NA: Nao se aplica.

4. DISCUSSAO
Produtos naturais, como frutas e ervas medicinais, sdo utilizados como prevencéo e
adjuvantes no tratamento de diversas doencas e suas complicagdes. Isso porque
essas plantas possuem compostos com atividade antioxidante, como 0S compostos
fendlicos (AVILA-CARRASCO et al., 2021; BOOZARI; HOSSEINZADEH, 2021; NOCE
et al., 2020).
Os polifendis tém por caracteristica a presenca de numerosas hidroxilas em suas
estruturas que Ihes conferem capacidade doadora de hidrogénio e, portanto, atividade
antioxidante (CARDOSO et al., 2020; QU et al., 2021; STEINMANN et al., 2013).
NGUYEN et al., (2021) avaliaram fendlicos totais de diferentes extratos de cinco
espécies do género Garcinia e encontraram teores de fendlicos totais entre 12 e 74
mg de equivalentes de acido galico/g de extrato, valores semelhantes ao encontrado
no extrato do bacupari (20,9 = 0,9 mg EAG/g extrato).
INFANTE et al., (2016) analisaram fendlicos totais de extratos de folhas, polpas e
sementes de diferentes espécies de frutos do género Eugenia e encontraram teores
variando entre 15 e 100 mg EAG/g extrato, resultado similar ao encontrado no cambui
(54,8 + 1,0 mg EAG/g extrato).
Foram identificados dois flavonoides em comum nas amostras do presente estudo, a
guercetina e a epicatequina (Tabela 1), assim como em outros estudos que avaliaram
extratos de diferentes frutos dos géneros Eugenia e Garcinia, foram identificados em
ambas as espécies estudadas polifendis das classes dos acidos fendlicos, xantonas

e flavonoides (CELLI; PEREIRA-NETTO; BETA, 2011; DAMETTO et al., 2017;
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ESPIRITO SANTO et al., 2020; FU et al., 2012; INFANTE et al., 2016; MELO et al.,
2021; SCHMIDT et al., 2019).

A gquercetina € um flavonoide abundante em frutas e vegetais, que esta presente em
frutos de ambos os géneros estudados (AATI et al., 2022; NEHRING et al., 2022), e
possui atividade antioxidante conhecida (MILANEZI et al., 2019; XU et al., 2019).

Em estudos in vivo, a quercetina apresentou atividade regulatéria nos niveis de
glutationa, que por sua vez, participa de um complexo enzimatico de eliminacdo de
radicais livres gerados pelo proprio organismo (GRANADO-SERRANO et al., 2012;
KOBORI et al., 2015; XU et al., 2019). Devido as suas caracteristicas e atividades
bioldgicas, essa molécula tem sido estudada quanto a sua eficacia no tratamento e
prevencao de doencas humanas (Yl et al., 2021).

O tratamento com quercetina reduziu os niveis séricos de glicose e aumentou os da
superéxido desmutase, uma enzima antioxidante. Além disso, melhorou o perfil
lipidico e preservou as células B pancreaticas em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina (YANG; KANG, 2018).

A suplementacdo com quercetina também apresentou atividade como prebiotico,
melhorando a diversidade bacteriana da microbiota intestinal, restaurou a barreira
intestinal, assim como sua funcdo, em camundongos tratados com antibioticos (SHI
et al., 2020).

Outro flavonoide encontrado nas duas frutas analisadas foi o flavanol epicatequina
(Tabela 1). Este também é comumente encontrado em frutas e vegetais e possui
reconhecida atividade antioxidante, eliminando espécies reativas de oxigénio, inibindo
a formacdao de radicais livres e a peroxidacéo lipidica (MASEK et al., 2017; MUSIAL,;

KUBAN-JANKOWSKA; GORSKA-PONIKOWSKA, 2020; QU et al., 2021).
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A epicatequina foi capaz de melhorar o perfil lipidico, reduzindo colesterol total e LDL
e aumentando os niveis séricos de HDL. Além disso, reduziu o estresse oxidativo,
inibindo a producéo do anion superoxido em células do tecido cardiaco de ratos que
receberam uma superdosagem de frutose (CALABRO et al., 2016).

Esse flavonoide também ja apresentou atividade renoprotetora, diminuindo niveis
plasmaticos de ureia e creatinina e reduzindo o estresse oxidativo em ratos induzidos
com L-name (PRINCE; FRAGA; GALLEANO, 2020).

Véarios fatores podem influenciar a composicdo de plantas, incluindo fatores
intrinsecos e extrinsecos, o que afeta diretamente sua atividade biolégica (GRANATO
etal., 2016; LEMOS et al., 2015, 2016; SCHMIDT et al., 2019). Sendo assim, € natural
que as frutas do presente estudo apresentem tanto um perfil quimico, quanto atividade
antioxidante diferentes.

Em estudos com produtos naturais, analisar a atividade antioxidante é um dos
primeiros passos na triagem das amostras, pois fornece informacdes iniciais e orienta
para as proximas etapas com métodos de quantificacdo mais apropriados, incluindo
andlises in vivo (BARBA-OSTRIA et al., 2022; MUNTEANU; APETREI, 2021).
Diferentes critérios podem ser avaliados na escolha de um método antioxidante in
vitro, como custo, complexidade e amostra, sendo recomendada a utilizacdo de
diferentes ensaios, com diferentes mecanismos (BARBA-OSTRIA et al.,, 2022).
Basicamente, os ensaios quimicos podem ser baseados na reacao de transferéncia
de &tomo de hidrogénio, na reacdo de transferéncia de elétron ou na combinac¢éo dos
dois mecanismos, como ABTS e DPPH (BUNACIU et al., 2016; SHAHIDI; ZHONG,

2015).
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Em relacdo a atividade antioxidante pelo método do DPPH, o cambui apresentou
melhor atividade que as polpas das espécies avaliadas por INFANTE et al., (2016),
que encontraram valores que variaram entre 472,37 e 988,52 ug/mL.

Ja o bacupari obteve o0 IR50 de 213 + 13 pg/mL enquanto um estudo prévio que
analisou diferentes extratos de frutos e folhas da Garcinia gardneriana encontrou
valores de IR50 entre 14,27 + 1,36 e 166,64 + 2,70 pg/mL.

Os radicais DPPH « e ABTS ++ n&o fazem parte de um sistema biolégico, mas por se
tratar de métodos simples e acessiveis sdo empregados juntamente com outros
métodos, como 6xido nitrico, anion superéxido e peroxido de hidrogénio, que sao
espécies reativas de oxigénio comumente encontrados no organismo (IVANOVA;
GERASIMOVA; GAZIZULLINA, 2020; MUNTEANU; APETREI, 2021).

O Oxido nitrico (NO) esta presente no organismo humano e tem uma funcéo
reguladora em respostas imunes e inflamatérias (SHARMA; GOYAL; SHARMA,
2016). Porém, a superproducdo desse ROS leva a um estado inflamatério que
ocasiona danos teciduais (HARIJITH; EBENEZER; NATARAJAN, 2014; MARTINON,
2010). Sendo assim, compostos capazes de prevenir a inducdo de NO exercem
efeitos anti-inflamatérios (PINHO et al., 2011; REBELO et al., 2014).

O anion superoéxido é formado pelo metabolismo humano e também tem func¢des no
organismo, como defesa contra patégenos, mas por diversos fatores podem aumentar
sua producdo. Essas moléculas sdo altamente reativas podendo causar danos a
estruturas como o DNA, por exemplo (CHOI et al., 2006; INFANTE et al., 2016;
JOHANSEN et al., 2005).

Considerando a participacdo dessas ROS no estresse oxidativo e patogénese da

inflamacé&o, o cambui pode ser um promissor agente anti-inflamatorio pois apresentou
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inibicdo da producéo de espécies reativas como 0 oxido nitrico e anion superéxido
(tabela 2).

Destaca-se também que o cambui apresentou maior atividade antioxidante em todos
0s métodos analisados, assim como maior teor de fendlicos totais (Tabela 2), o que
pode estar correlacionado. Estudo prévio, que determinou o conteudo fendlico pelo
meétodo Folin-Ciocalteu e a atividade antioxidante pelos métodos de ABTS e DPPH de
24 diferentes espécies de vegetais, encontrou alta correlacdo entre o contetudo
fendlico e a atividade antioxidante (PILUZZA; BULLITTA, 2011).

ARYAL et al., (2019), também encontraram uma forte correlacdo entre o resultado
obtido pelo método DPPH com fendlicos totais e contetdo de flavonoides totais de
oito espécies vegetais.

No presente estudo, foi avaliado o extrato etanélico das cascas das frutas e ndo os
compostos de forma isolada. Portanto, ndo se pode afirmar que apenas um composto
possa ser o Unico responsavel pela atividade observada nos métodos utilizados,
mesmo que majoritario. Na verdade, analisar o extrato como um todo permite observar
uma possivel acado sinérgica entre 0s compostos, assim como ja foi visto na literatura

(LEMOS et al., 2016).

5. CONCLUSAO
Os frutos do cambui e do bacupari sédo fonte de compostos antioxidantes, capazes de
neutralizar radicais livres em diferentes métodos de andlise in vitro. Foram
identificados compostos fendlicos, como os flavonoides quercetina e epicatequina em
ambas as amostras. O cambui foi a amostra que apresentou maior teor de compostos
fendlicos totais e melhor atividade antioxidante em todos os métodos analisados.
Estudos futuros ainda sdo necessarios para elucidar quais compostos sdo 0s

responsaveis pela atividade observada.
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CAPITULO 2 - Atividade nefroprotetora de extratos de cascas dos
frutos do cambui-roxo (Eugenia candolleana DC) e do bacupari

(Garcinia brasiliensis Mart).

1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Avaliar a capacidade nefroprotetora no modelo de nefropatia induzida por contraste
em camundongos de extratos de frutos do cambui-roxo (Eugenia candolleana DC) e
do bacupari (Garcinia brasiliensis Mart.).

1.2. Objetivos especificos

Determinar as concentragdes séricas de ureia e creatinina dos grupos “controle” e
“tratados” com os extratos;

Avaliar através dos marcadores de estresse oxidativo (AOPP e TBARS) se 0s extratos
séo capazes de proteger das lesdes renais induzidas por contraste;

Avaliar as concentrag@es citoplasmaticas de peréxido de hidrogénio em células renais;
Avaliar a capacidade dos extratos de reduzir danos no DNA das células renais
induzidos por contraste;

Avaliar a capacidade dos extratos de proteger das lesbes renais induzidas por

contraste através de ensaios histologicos.

2. MATERIAL E METODOS
O projeto foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Vila Velha (CEUA UVV

n® 579-2020).
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2.1. Amostras

As amostras do cambui-roxo e do bacupari foram coletadas em seus estadios de
maturacdo mais maduros, em propriedades particulares nos municipios do Espirito
Santo, Domingos Martins (-19.931572; -40.615278; 688 m) e Itaguacu (-19.839137, -
40.855494), respectivamente. Apos a coleta, as amostras foram transportadas para o
Laboratério de Cromatografia do Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Vila Velha. A planta foi identificada pela botanica MSc.
Solange Schneider, e um espécime foi depositado no herbéario da UVV-ES (bacupari
- n° 2612; cambui - n°® 2621). No laboratério, as amostras foram lavadas em agua
corrente e secas em temperatura ambiente. ApOs esse processo, as cascas dos frutos
foram retiradas manualmente, congeladas a -80°C, liofilizadas e trituradas para

posterior preparo dos extratos.

2.2. Preparagéo dos extratos

As extracOes foram realizadas utilizando 20 g de material liofilizado de cada fruto para
200 mL de etanol absoluto pelo método de maceracéo assistida por ultrassom a 80
Hz (Elma; Elmasonic P 60H). Apds 2 ciclos de 30 minutos, os extratos foram filtrados
em papel filtro. Esse processo foi repetido duas vezes. As fracdes organicas foram
reunidas e evaporadas através de rota evaporador (Fisatom® 802 — 1200W) até

remocao do etanol (GUSS et al., 2017).

2.3. Ensaio de toxicidade oral aguda

Considerando que ndo existem estudos in vivo com o cambui-roxo (Eugenia
candolleana DC), um ensaio de toxicidade oral aguda foi realizado para avaliar a
seguranca do extrato de acordo com o protocolo de (OECD, 2002). Os experimentos

foram realizados com camundongos suicos machos (Mus musculus) com idade entre
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8 e 12 semanas. Os animais foram aclimatados por cinco dias antes do inicio do
protocolo, com livre acesso a agua e racao. Apés a aclimatacdo, os animais ficaram
em jejum por 3-4 h, para a administracéo por gavagem de uma dose Unica do extrato
(2000 mg/kg), conforme especificado pelo protocolo e 1-2 h de jejum apos a
administracdo. Foram utilizados 3 animais para o grupo controle e 3 para 0 grupo
teste. O grupo controle recebeu o veiculo (PBS) por via oral, em quantidade igual ao
volume médio (0,2 mL) do composto, ambos em dose Unica. Apds o tratamento, todos
0s animais foram observados de perto por 4 horas e depois diariamente por 14 dias;
quaisquer mudangas comportamentais ocorridas foram anotadas. Além disso, 0 peso
de cada animal foi monitorado ao final do periodo de jejum de 3-4 horas, bem como
ao longo dos 14 dias apés a administracdo da dose estudada. Apds o 14° dia, foi
realizada a eutandasia, os animais foram anestesiados com tiopental soédico 120 mg/kg
por via intraperitoneal e em seguida, realizada toracotomia. O sangue foi coletado por
puncédo cardiaca no ventriculo direito para os testes bioquimicos de marcadores de
funcdo hepética (albumina, aspartato aminotransferase [AST], alanina
aminotransferase [ALT], fosfatase alcalina [ALP] e y-glutamil transferase [GGT]) e
marcadores de funcao renal (creatinina, ureia e proteina total). Os rins e figados foram

extraidos e pesados.

2.4. Avaliacéo in vivo da atividade nefroprotetora

Foram utilizados camundongos suicos machos adultos (Mus musculus), pesando
entre 25 e 40 g, obtidos no Laboratério de Monitoramento Experimental da
Universidade de Vila Velha (UVV), no estado do Espirito Santo, Brasil. Esses foram
acomodados em gaiolas com no maximo trés animais em cada, com livre demanda

de agua e comida (ad libitum), respeitando o ciclo claro e escuro.
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2.4.1 Tratamentos e protocolo experimental

Os camundongos foram randomizados em sete grupos (n = 6): grupo 1: controle (CO);
grupo 2: nefropatia induzida por contraste (NIC); grupo 3: N-acetilcisteina (NAC) a 200
mg/kg; grupo 4: extrato de casca de cambui-roxo 10 mg/kg (C10); grupo 5: extrato de
casca de cambui-roxo 100 mg/kg (C100); grupo 6: extrato de casca de bacupari 10
mg/kg (B10); grupo 7: extrato de casca de bacupari 100 mg/kg (B100). Os animais
foram tratados pelo procedimento de gavagem oral por 5 dias: os grupos C10 e C100
receberam solucdes preparadas a partir de extrato da casca do cambui em PBS; os
grupos B10 e B100 receberam solucbes preparadas a partir de extrato da casca do
bacupari em PBS; os grupos CO e NIC receberam o veiculo (PBS); o grupo NAC
recebeu N-acetilcisteina via intraperitoneal. A induc&o da NIC foi realizada em todos
0S grupos, exceto o controle (CO) (HSING et al., 2012; LEE et al., 2006). Depois do
tratamento de 5 dias, os animais foram submetidos a privacao de agua durante 16 h.
Apos esse periodo, foram injetados intraperitonealmente (ip) éster metilico de L-NG-
nitro arginina (L-NAME, 10 mg/kg ip, dissolvido em solucdo salina a 0,9%) e
indometacina (10 mg/kg ip, dissolvida em dimetilsulféxido). Apés 15 minutos, foi
injetado um meio de radiocontraste iodado, ioversol (Optiray, 320 Mallinckrodt
Medical, Inc., St. Louis, MO, 1,5 g de iodo/kg). Nos animais do grupo CO foram
injetados solucao salina. Apés a inducao, os animais tiveram livre acesso a comida e
agua. Os animais foram sacrificados 24 h depois, usando uma overdose de tiopental
de sédio (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil, 200 mg/kg, i.p.) e as amostras de sangue e rins

foram extraidos para exames bioquimicos e histopatolégicos.

2.4.2. Anélise bioquimica
No momento da eutandsia, o sangue foi coletado por puncéo cardiaca. Apos a coleta,

as amostras foram transferidas para um tubo de poliestireno contendo EDTA 0,33

63



mol/L. O plasma foi separado do sangue através de centrifugacdo durante 10 min a
4.000 G, sendo posteriormente armazenado a -80°C até andlise. Foram avaliados os

parametros de ureia e creatinina através de kits (GoldAnalisa).

2.4.3. Preparacdo do homogenato renal

ApoOs a eutanasia e coleta do sangue, foi realizado uma perfusdo com PBS e 0s rins
foram retirados, pesados e colocados em tubos com 10x o seu peso de PBS. Os rins
foram colocados em tubos especificos para a lise de células, agitados a 4 m/segundo
durante 30 segundos (FastPrep-24 5G, MP Biomedicals), rompendo a membrana das
células e expondo todo o conteudo intracelular para a realizagdo dos experimentos.
Apds homogeneizacao, 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 andalise.

2.4.4. Avaliacdo do estresse oxidativo através dos Produtos Proteicos de Oxidagéo

Avancada (AOPP)

Foi realizado o ensaio do AOPP no plasma e no tecido renal (HANASAND et al., 2012).
Foram adicionadas em uma placa de 96 pocos de fundo chato 40 uL das amostras
diluidas, 160 pL de acido citrico anidro 0,20 M e 10 uL de iodeto de potassio (Kl) 1,16
M. Em seguida, agitou-se a placa durante 2 minutos e a leitura da absorbancia foi
realizada em comprimento de onda de 340 nm, em um leitor de microplacas (Spectra-
Mas-190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), contra o branco contendo 200 uL
de acido citrico anidro 0,20 M e 10 pL 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 quantificacao de proteinas

totais foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).
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2.4.5. Determinacao da peroxidacéo lipidica através de substancias reativas ao acido

tiobarbiturico (TBARS)

A peroxidacao lipidica foi mensurada através da reacéo de seus produtos com o acido
tiobarbiturico (TBA) no plasma e no tecido renal. Para isso, 43 puL de amostra, reagiu
com 77 PL de acido perclérico 7% em um tubo de poliestireno e centrifugada por 10
minutos a 7.400 rpm (MiniSpin 5452 - Eppendorf). Apés os 10 minutos, 47 pL do
sobrenadante foi passado para outro tubo de poliestireno e adicionado 53ul de TBA
0,06% e em seguida homogeneizado com um vértex. Os tubos ficaram em banho-
maria por 1 hora a 95°C e depois pipetados em uma placa de 96 pocos e a leitura
realizada em leitor de microplaca (Spectra-Mas-190, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA) a 532 nm. A quantificacdo da peroxidacao lipidica foi calculada com base
em uma curva padrdo realizada com o malondialdeido (MDA), principal produto
formado pela quebra de acidos graxos polinsaturados e normalizada com a
quantificacdo de proteinas totais realizada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976; MOSELHY et al., 2013; PATOCKOVA et al., 2003; SPIRLANDELI; DEMINICE;

JORDAO, 2014).

2.4.6. Determinacao dos niveis citoplasmaticos de ROS de células renais

Apods a perfusdo com solucdo tampao PBS um rim foi retirado, seccionado em duas
partes e em cortex e medula. O tecido foi picado com PBS utilizando um bisturi
cirdrgico. Em seguida, a suspensao celular foi filtrada através de uma tela de nylon
(BD, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA, Falcon 70 ym), transferidas para um
microtubo, centrifugadas (1200 RPM por 10min), o sobrenadante descartado, as
amostras ressuspendidas em solugao de congelamento contendo soro fetal bovino

(95%) e DMSO (5%) e entdo congeladas a -80°C até analise posterior (DIAS et al.,
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2014; GOMES et al., 2014). As células da medula foram descongeladas com solucao
de descongelamento (DMEN 20% SFB) a 37°C, centrifugadas (1600 RPM por 10min)
e ressuspendidas em 1 mL de PBS. Em uma aliquota de 100 puL de cada amostra foi
adicionado 20 pL de solugéo de DCF-DA (10 uM) e o volume completado para 1000
ML e a solugado foi incubada, no escuro, por 30 minutos a 37°C. Para o controle
positivo, foi utilizado H202 50 uM por 5 minutos e para controle negativo, as amostras
celulares foram incubadas apenas em PBS. Ap0s a marcacdo, as ceélulas foram
lavadas, centrifugadas e ressuspendidas com PBS e mantidas ao abrigo da luz até a
aquisicao dos dados no citbmetro. A aquisi¢cdo dos dados foi realizada com citdmetro
de fluxo FACSCanto Il equipado com laser de 488 nm. Os sinais foram obtidos

utilizando filtro de 530/30 nm.

2.4.7. Avaliacao do dano ao DNA através do ensaio cometa alcalino

O ensaio cometa alcalino foi realizado segundo CAMPAGNARO, (2008) com
modificacdes. As amostras de sangue frescas foram homogeneizadas com solugao
agarose 1% (Low Melting Point Agarose-LMA), colocadas em laminas de vidro pré-
preparadas com uma camada de agarose, cobertas com uma laminula e resfriadas a
4°C. Para a lise da membrana celular e nuclear, as laminulas foram retiradas e as
laminas passaram por uma solucgéo de lise a 4°C (2,5M NacCl, 100mM EDTA, 10mM
Tris, 1% Triton X-100 e 10% DMSO. pH — 10) durante 1 hora e em seguida lavadas
com agua destilada e PBS gelados. Para o desnovelamento do DNA as laminas
lavadas foram colocadas em cuba de eletroforese e recobertas com solugdo de
eletroforese a 4°C (300 mM NaOH e 1,0 mM EDTA - pH 13) por 40 minutos. A
eletroforese foi realizada a 4°C por 20 minutos, a 300 mA e 32 V. Em seguida, as
laminas foram retiradas da cuba e cobertas com solucéo de neutralizacéo a 4°C (Tris-

HCI 0,4 M, pH 7,5), lavadas em trés ciclos de 5 minutos cada, fixadas com metanol
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PA gelado durante 2 minutos e deixadas secar por 12 h. Para analise, as laminas
foram coradas com 35 L de brometo de etidio (20 pg/mL), cobertas com laminulas,
e fotografadas em microscopia de fluorescéncia e analisadas pelo programa CASP 98
(dominio publico). Foram analisadas 50 células aleatérias por animal, utilizando a

porcentagem de DNA na cauda e o momento da cauda para analise do dano ao DNA.

2.4.8. Histologia renal

Apos a perfusdo com solucdo tampédo PBS um rim foi retirado, seccionado em duas
partes longitudinalmente e armazenado em solu¢do de paraformaldeido a 4% e
refrigeradas até a andlise. As amostras, entdo, foram submetidas a banhos em série
de etanol em concentracdes crescentes (de 70 a 100%) e em xilol, com posterior
inclusao na parafina. Em seguida, os blocos foram seccionados no micrétomo (Leica,
German) com secgbes de 5um de espessura, aderidas as laminas, as quais foram
corados com hematoxilina eosina (HE) padrao. As laminas foram lidas e fotografadas
em microscépio 6ptico (Leica DM500) usando objetiva de 40x, e camera digital (Leixa
ICC50 HD) acoplada. A lesao tubulointerstitial (ILTI), caracterizada por atrofia tubular
e glomerular, vacuolizacdo, espessamento da membrana basal, dilatacédo tubular e
vazamento de proteinas, foi avaliada por analise semiquantitativa utilizando o software
ImageJ (BOA et al., 2015 - adaptado). Foram avaliados vinte campos corticais de cada
animal com ampliagao de 40x e classificados de acordo com uma escala de 0 a 4 da
seguinte forma: Grau 0, sem les&o tubulointerstitial; Grau 1, <25% do tubulointersticio
lesionado; Grau 2, 25-50% do tubulointersticio lesionado; Grau 3, 51-75% do

tubulointersticio lesionados; e Grau 4, 76 100% do tubulointersticio lesionados.

O indice de ILTI foi calculado para cada animal multiplicando-se 0 nimero de campos

com grau | pelo numeral um, com grau Il por dois, Ill por trés e IV por quatro. Os
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valores foram somados e divididos pelo nimero de campos avaliados, incluindo
agueles com escore de grau zero. As imagens foram examinadas por pesquisadores

cegos para 0S grupos experimentais das amostras.

2.4.9. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

ApoOs a perfusdo com solucdo tampao PBS um rim foi retirado, seccionado em duas
partes longitudinalmente e armazenado em solucdo de paraformaldeido a 4% e
refrigeradas até a andlise. As amostras foram lavadas em tampé&o de cacodilato 0,1
M trés vezes por 30 minutos cada e depois submetidas a um processo de crioprotecao
com glicerol 30% em tampé&o de cacodilato 0,1 M. Apés 3 horas, todo o crioprotetor
foi retirado e as amostras foram congeladas com nitrogénio liquido e fraturadas com
o auxilio de uma pinca previamente resfriada. Em seguida, as amostras foram
desidratadas em graus crescentes de etanol (30 a 100%), secas em ponto critico em
CO2 (Autosandri-815, Tousimis), revestidas com 10 nm de ouro puro em um
pulverizador de vacuo (Mesa V, Denton Vacuum) e analisadas usando um

microscoépio eletrénico de varredura (Jeol, JEM6610 LV) em modo direto.

2.5. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada por andlise de variancia uma via (ANOVA) usando o
software Prism (Prism 8.0, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Quando a
ANOVA apresentou diferencas significativas, o teste de Tukey foi usado para analise

post hoc. As diferencgas foram consideradas significativas quando p <0,05.

3. RESULTADOS
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3.1. Ensaio de toxicidade oral aguda

Estudos prévios utilizando o bacupari em animais ja existem e comprovam a
seguranca da utilizacdo dessa fruta em modelos animais (ARAUJO et al., 2019;
MOREIRA et al., 2017, 2018). Porém, devido a inexisténcia de artigos utilizando
extratos das cascas do cambui-roxo em ensaios in vivo, foi realizado o ensaio de
toxicidade oral aguda, onde uma dose muito alta € administrada (OECD, 2002). Ao
final dos 14 dias, ndo ocorreram Obitos por isso todos os 6 animais foram
eutanasiados. Como pode ser observado na Tabela 1, nenhum dos parametros
avaliados se diferenciaram significativamente (p<0,05) entre os grupos controle e
tratados, indicando que, dentro do tempo avaliado de 15 dias apds a administracdo
do extrato, ndo houve danos hepéticos e renais, portanto, indicando que a
administracdo oral do extrato da casca do cambui-roxo ndo ocasionou toxicidade
aguda nos animais.

Tabela 1. Resultados dos parametros analisados para toxicidade oral.

Parametros Controle Cambui
Peso (g) 34,4+12la 32,9 +£6,03a
Creatinina (mg/dL) 0,34 £ 0,03a 0,33+ 0,03a
Ureia (mg/dL) 34,3 £ 2,08a 34,7+ 7,37a
ALT (U/L) 12,0 + 5,29a 8,67 + 2,31a
AST (U/L) 108 + 11,3a 114 + 4,95a
FA (U/L) 8,00 + 1,73a 7,67 £ 0,58a
GGT (U/L) 5,33+ 1,15a 5,67 + 2,89a
Proteinas totais (mg/dL) 3,87 £ 0,35a 4,00 £ 0,36a
Albumina (mg/dL) 1,60 + 0,20a 1,17 £ 0,21a

Letras minuUsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas entre as amostras
(p <0,05).
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ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; FA: fosfatase alcalina; GGT: y-
glutamil transferase.

3.2. Andlise bioquimica

Nas figuras 1 e 2 estdo apresentados os resultados de creatinina e ureia dos grupos
experimentais. A nefropatia induzida por contraste (NIC) aumentou significativamente
(p<0,05) os niveis séricos tanto de ureia como de creatinina, confirmando o
desenvolvimento de lesdo renal no modelo experimental. Em relacdo a creatinina,
ambos os tratamentos foram capazes de prevenir a lesdo renal caracterizada pela
reducado desse biomarcador de forma dose dependente (figura 1), sendo que o cambui
reduziu significativamente (p<0,05) nas duas doses administradas e o bacupari

apenas na dose de 100 mg/kg de peso.
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Figura 1. Quantificacdo da creatinina plasmatica nos grupos experimentais. Os valores sao
expressos no grafico de barras como média + EPM para n = 5-6 animais por grupo. *p<0,05
vs. CO e #p<0,05 vs. NIC (ANOVA uma via, seguida de post-hoc de Tukey).

Ja em relacéo a concentracdo plasmatica de ureia, a menor dose dos extratos se

mostrou mais eficiente (figura 2). Ambos os tratamentos, com o cambui e com o
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bacupari em 10 mg/kg de peso foram capazes de prevenir significativamente (p<0,05)

0 aumento dos niveis séricos de ureia.
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Figura 2. Quantificacdo da ureia plasmatica nos grupos experimentais. Os valores sao
expressos no gréafico de barras como média £+ EPM para n = 5-6 animais por grupo. *p<0,05
vs. CO e #p<0,05 vs. NIC (ANOVA uma via, seguida de post-hoc de Tukey).

Nas figuras 1 e 2 também podemos perceber que o grupo NAC se diferenciou
significativamente (p<0,05) do grupo controle, ou seja, o tratamento convencional ndo
foi capaz de reduzir os niveis séricos desses marcadores, reforcando a importancia

de encontrar substitutos para NAC na clinica.

3.3. Avaliagéo dos Produtos Proteicos de Oxidagcdo Avangada (AOPP).

Na figura 3 estéo apresentados os resultados da andlise de estresse oxidativo através
da quantificacdo dos produtos de oxidacao proteica no plasma. A inducédo da NIC
aumentou significativamente (p<0,05) a oxidacdo proteica quando comparado ao
grupo controle, indicando que a lesédo renal leva a um estresse oxidativo sistémico.

O tratamento com bacupari foi capaz de reduzir significativamente essa oxidagao
quando comparado ao grupo NIC, se mostrando um potencial agente protetor no

estresse oxidativo causado pela leséo renal induzida por contraste. Em contrapartida,
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o tratamento convencional com N-acetilcisteina e o tratamento com o cambui ndo se
diferenciaram estatisticamente do grupo NIC.
Mas podemos ressaltar que o cambui ndo se diferenciou do grupo controle,

demonstrando que o tratamento impediu um aumento significativo desse parametro.
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Figura 3. Quantificacdo da oxidacdo proteica (AOPP) no plasma nos grupos experimentais.
Os valores séo expressos no grafico de barras como média £ EPM para n = 5-6 animais por
grupo. *p<0,05 vs. CO e #p<0,05 vs. NIC (ANOVA uma via, seguida de post-hoc de Tukey).

Os produtos proteicos de oxidacdo também foram quantificados no tecido renal, a fim
de verificar o estresse oxidativo local. Na figura 4, podemos observar que néo houve
diferencas estatisticas entre os grupos controle e NIC. Mas observamos que 0 grupo
tratado com cambui em 10 mg/kg obteve uma reducdo desses produtos quando

comparados com o grupo NIC.
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Figura 4. Quantificacdo da oxidacdo proteica (AOPP) no tecido renal nos grupos
experimentais. Os valores sdo expressos no grafico de barras como média + EPM para n = 5-
6 animais por grupo. *p<0,05 vs. CO e #p<0,05 vs. NIC (ANOVA uma via, seguida de post-
hoc de Tukey).

3.4. Determinacdo da peroxidacao lipidica através de substancias reativas ao acido

tiobarbittrico (TBARS)

A quantificacdo da peroxidacao lipidica foi realizada para avaliar o estresse oxidativo
sistémico e local (plasma e no tecido renal), porém ndo apresentou diferencas
estatisticas (p<0,05) entre 0s grupos experimentais, como pode ser observado nas

figuras 5 e 6.
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Figura 5. Quantificacdo da peroxidacao lipidica no plasma dos grupos experimentais. Os
valores sao expressos no grafico de barras como média £+ EPM para n = 5-6 animais por
grupo. *p<0,05 vs. CO e #p<0,05 vs. NIC (ANOVA uma via, seguida de post-hoc de Tukey).
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Figura 6. Quantificagdo da peroxidagéo lipidica no tecido renal dos grupos experimentais. Os
valores sdo expressos no grafico de barras como média + EPM para n = 5-6 animais por
grupo. *p<0,05 vs. CO e #p<0,05 vs. NIC (ANOVA uma via, seguida de post-hoc de Tukey).

O ensaio do TBARS geralmente € utilizado como um indicador de estresse oxidativo
em amostras bioldgicas, porém, ndo € um ensaio robusto, variaveis relacionadas a

amostra, manuseio e, principalmente, ao armazenamento podem ter um grande
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impacto nos resultados (AZIZI et al., 2016; DE LEON; BORGES, 2020).
Possivelmente, por isso, no presente estudo o ensaio do TBARS ndo apresentou

diferencas entre 0s grupos, inclusive entre grupo controle e NIC.

3.5. Determinacao dos niveis citoplasmaticos de ROS de células renais

A figura 7 evidencia uma superproducao de peroxido de hidrogénio no tecido renal do
grupo NIC em comparacdo com o grupo controle (p <0,05), demonstrando que a
nefropatia induzida por contraste provoca um aumento de ROS no tecido renal. Os
tratamentos com as frutas apresentaram capacidade de reduzir significativamente
essa producdo de ROS, como visualizado na figura 7.

Vale ressaltar que a prevencédo convencional com NAC nao foi capaz de reduzir

significativamente o aumento dos niveis renais de ROS.
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Figura 7. A producdo de ROS nas células da medula renal avaliada por DCF medidos por
citometria de fluxo. Graficos de barras mostrando a média da producdo de peroxido de
hidrogénio nos grupos experimentais. Os valores sdo expressos no grafico de barras como
média + EPM para n = 4 animais por grupo. *p<0,05 vs. CO e #p<0,05 vs. NIC (ANOVA uma
via, seguida de post-hoc de Tukey).
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3.6. Avaliagdo do dano ao DNA atravées do ensaio cometa alcalino

Outro parametro avaliado para analise de estresse oxidativo e suas consequéncias foi
o dano do DNA de células sanguineas. Na figura 8A, estdo as imagens tipicas da
analise das laminas do cometa por microscopio, onde pode ser observado que o grupo
NIC apresenta maior fragmentacdo em relacdo ao grupo controle e aos tratamentos.
A quantificacdo dessa fragmentacao esta apresentada nas figuras 8B e 8C, onde se
observa diferenca estatistica (p<0,05) do grupo NIC em relacdo ao grupo controle,
assim como observa-se uma protecdo dos tratamentos, indicada pela reducdo
significativa da fragmentacéo da célula de todos os tratamentos em relacdo ao grupo
NIC, indicando que os tratamentos com o0s extratos das cascas das frutas foram

capazes de reduzir o dano no DNA induzido por contraste.
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Figura 8. A) Cometas tipicos mostrando a variacao da fragmentacdo de DNA de amostra de
sangue dos grupos experimentais, quantificado e representado em grafico no painel inferior.
B) Gréficos de barras mostrando a média da porcentagem de dano ao DNA em amostra de
sangue dos grupos experimentais. C) Gréaficos de barras mostrando a média do momento da
cauda nos grupos experimentais. Os valores sdo expressos no grafico de barras como média
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+ EPM para n = 3 animais por grupo. *p<0,05 vs. CO e #p<0,05 vs. NIC (ANOVA uma via,
seguida de post-hoc de Tukey).

3.7. Histologia renal

As imagens histolégicas (figura 9) evidenciam que o grupo NIC apresentou danos na
microarquitetura renal, caracterizado por atrofia glomerular, dilatacdo tubular com
congestao luminal, vacuolizacdo de células epiteliais tubulares e presenca de debris
protéicos na luz tubular quando comparado ao grupo controle.

O tratamento convencional com NAC e todas as doses frutas usadas preservaram as
estruturas em comparagdo com o grupo NIC, ndo sendo observado diferencas entre
as doses, ou seja, tanto as menores doses, quanto as maiores foram eficazes na
protecado estrutural.

Para que a analise da histologia ndo ficasse somente por uma observacao subjetiva,
uma analise semiquantitativa foi realizada e as imagens classificadas de acordo com
o indice de lesao tubulointersticial. Os resultados dessa quantificacdo estao na figura
10, onde é possivel observar que o contraste danifica o tecido renal, aumentando
significativamente (p<0,05) esse indice de lesdo, enquanto todos os tratamentos
foram capazes de prevenir esses danos no tecido, apresentando um indice
significativamente menor (p<0,05), ndo se diferenciando entre as doses. Esses

resultados corroboram com o que pode ser observado nas imagens na figura 9.
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Figura 9. Micrografias representativas do cortex renal (coradas com HE) nos diferentes grupos
experimentais. No grupo NIC podem ser observadas as caracteristicas da leséo renal: atrofia
glomerular (seta amarela), dilatagéo tubular e vazamento de proteinas (setas vermelhas) e
vacuolizagao (circulo azul).
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Figura 10. Graficos de barras mostrando a média dos indices de leséo tubulointersticial (ILTI)
de todos os grupos experimentais. Os valores sdo expressos no grafico de barras como média
+ EPM para n = 3 animais por grupo. *p<0,05 vs. CO e #p<0,05 vs. NIC (ANOVA uma via,
seguida de post-hoc de Tukey).

3.8. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

No grupo CO, observamos as estruturas tipicas dos tubulos renais, onde é possivel
observar a parede com bordas integras e lumen sem obstrucao (Figura 11). Enquanto
no NIC é possivel observar perda de coesao estrutural, onde as bordas dos tubulos
perderam definicdo e houve fechamento do limen tubular, provavelmente devido a

toxicidade tubular e processo inflamatério causado pelo contraste.

Nos grupos tratados, tanto nas amostras de frutas, quanto no grupo NAC é possivel
observar a tubulos e bordas preservas e Iimen menos obstruidos, indicando a
capacidade dos tratamentos de reduzir das lesdes causadas por contraste nas

estruturas renais.
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Figura 11. Fotografias de microscopia eletrénica de varredura (MEV) das amostras de tecido
renal dos diferentes grupos experimentais mostrando imagens das estruturas tubulares (barra
de escala = 10 ym).

4. DISCUSSAO
Estudos anteriores avaliaram a capacidade nefroprotetora de plantas dos géneros
Garcinia e Eugenia em outros modelos animais de doengas renais. SONFACK et al.,
(2021) demonstraram que o extrato aquoso da casca do caule de Garcinia lucida
Vesque possui efeitos cardioprotetores e nefroprotetores em modelo de doenca renal

cronica induzida por adenina em ratos.
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As xantonas obtidas de espécies de Garcinia também apresentaram efeitos
renoprotetores em modelos animais hipertensos e de doenca renal crbnica induzida
por chumbo (MARIANO et al., 2021; RANA; TANGPONG; RAHMAN, 2020). E a
Eugenia jambolana foi capaz de atenuar a progressdao do dano renal em
camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina (GROVER et al., 2001).
Mas, pela primeira vez, o presente estudo traz os resultados dos tratamentos
preventivos dos extratos das cascas do cambui-roxo (Eugenia candolleana DC) e do
bacupari (Garcinia brasiliensis Mart.) em modelo murino de nefropatia induzida por
contraste. Demonstrando que tais tratamentos foram capazes de reduzir o
desenvolvimento da NIC, preservando a fungéo renal, reduzindo o estresse oxidativo
e atenuando as incidéncias de lesdes renais glomerulares e tubulares, como
demonstrado pela investigacao histoldgica.

Diversos fatores estdo envolvidos na complexa patologia da NIC, como mecanismos
hemodinamicos, apoptose e inflamacao (ZHANG; LU; WANG, 2020). Como esperado,
o grupo NIC apresentou valores elevados de ureia e creatinina plasmaticas (figuras 1
e 2), confirmando o desenvolvimento da lesdo aguda renal no modelo utilizado. Isso
ocorre pois o contraste aumenta a viscosidade dos fluidos tubulares, diminuindo o
fluxo urinario, que por consequéncia diminui a excre¢cdo desses produtos do
metabolismo (HOSTEN, 1990; NORRIS et al., 2018; ZHANG; LU; WANG, 2020).
Além disso, a viscosidade do fluido tubular aumenta a exposi¢éo do tecido ao meio de
contraste, ocasionando efeitos citotoxicos nas células epiteliais, que apresentam
edema, vacuolizacao e entram em apoptose. Essas células necroticas se desprendem
das membranas basais, obstruindo o [imen (MCCULLOUGH et al., 2016; ZHANG;

LU; WANG, 2020), como pode ser observado no grupo NIC nas figuras 9 e 11.
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A disfuncéo das células endoteliais leva a uma vasoconstricdo e por consequéncia
diminuicdo do fluxo sanguineo renal, o que desencadeara em isquemia medular
(DUGBARTEY; REDINGTON, 2018; HEYMAN; ROSEN; ROSENBERGER, 2008;
MCCULLOUGH et al., 2016). Essa hipoxia medular aumenta a producéo de radicais
livres na mitocondria (KAN et al., 2018), por isso, foi avaliado a producao de ROS nas
células da medula renal. Na figura 7 pode-se observar que houve uma superproducao
de peroxido de hidrogénio pelas células medulares no grupo NIC, enquanto os
tratamentos apresentaram capacidade de reduzir essa producdo de ROS,
demonstrando que os extratos possuem atividade antioxidante.

Considerando que o estresse oxidativo gerado pelos os niveis aumentados de ROS,
causa consequéncias como a oxidacdo de proteinas, peroxidacdo lipidica,
fragmentacdo do DNA e alteracbes morfoldgicas (KHALEEL et al., 2019; VALKO et
al., 2006; WITKO-SARSAT et al., 1996), a reducao dos niveis citoplasmaticos de ROS
vista nos tratamentos (figura 7) pode estar relacionada a melhora do parametro de
AOPP (figuras 3 e 4), preservacdo do DNA observada no ensaio do cometa (figura 8)
e manutencdo da coesao estrutural do tecido renal vista na histologia e microscopia
eletrbnica de varredura (figuras 9, 10 e 11).

Corroborando com nossos achados, BOA et al., (2015), evidenciaram que ha uma
producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio induzida pelo contraste,
ocasionando em um estresse oxidativo sistémico e local e que esse seria um dos
principais fatores no desenvolvimento da NIC. Dessa forma, produtos naturais com
atividade antioxidante seriam promissores na prevencdo de doencas renais (BOA et
al., 2015; BOOZARI; HOSSEINZADEH, 2021; GUSS et al., 2017; SANTOS et al.,

2019).
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Assim como as outras espécies dos géneros Eugenia e Garcinia, o cambui e o
bacupari possuem compostos fendlicos em sua composi¢cdo, como o acido galico,
acido clorogénico, epicatequina e quercetina e ja demonstraram atividade antioxidante
em ensaios quimicos (resultados do capitulo 1).

GUSS et al., (2017), demonstraram que o tratamento prévio com quercetina foi capaz
de reduzir a concentracdo plasmatica de ureia no mesmo modelo animal utilizado no
presente estudo. Porém, os autores destacam que o extrato da planta (Achyrocline
satureioides) testado obteve melhores resultados, indicando um efeito sinérgico de
sua composicao.

BOA et al., (2015), identificaram 3 fendlicos na resina da Virola oleifera, acido ferulico,
acido galico e quercetina. O tratamento com essa resina rica em polifendis foi capaz
de reduzir a disfuncédo renal e as altera¢cdes morfoldgicas causadas pelo contraste em
camundongos.

Ja foi demonstrado que a epicatequina, encontrada nas amostras do cambui e
bacupari (tabela 1), tem potencial protetor na doenca renal cronica, provavelmente
relacionada as vias de inflamacao e apoptose (BAO; PENG, 2016).

Em modelo animal de lesdo renal induzida por L-name, a administracdo de
epicatequina demonstrou capacidade de reduzir os niveis plasmaticos de ureia e
creatinina, diminuir a producdo do anion superdéxido e induzir a atividade de enzimas
antioxidantes como a superdxido desmutase e catalase (PRINCE; FRAGA;
GALLEANO, 2020).

Sendo assim, a presenca desses compostos nas frutas testadas pode estar
relacionada aos efeitos nefroprotetores observados no presente estudo. Porém, deve-

se considerar que foram utilizados extratos brutos das cascas, que possuem uma
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composicdo complexa e, portanto, outros compostos também podem estar
contribuindo, até mesmo de forma sinérgica, para tal atividade renoprotetora.

Vale ressaltar que em alguns parametros analisados, as menores doses (10mg/kg de
peso) apresentaram efeitos melhores que a maior dose (100mg/kg de peso), nao
sendo necessaria a utilizacdo de altas doses para conseguir o efeito desejado. Como
pode ser visto na analise da ureia (figura 2), AOPP plasmatico e tecidual (figura 3 e
4), TBARS plasméatico (figura 5) e destaca-se a andlise de determinacéo
citoplasmatica de ROS (figura 7).

Compostos antioxidantes, como os polifendis, dependendo das concentracdes e das
condicbes da reacdo, podem apresentar efeito pro-oxidante. Sendo assim, €
importante ressaltar que os produtos naturais ndo séo isentos de efeitos adversos e
seu uso indiscriminado deve ser evitado (CAROCHO; FERREIRA, 2013; CHOBOT;

HADACEK, 2011; PIZZINO et al., 2017; SOTLER et al., 2019).

5. CONCLUSAO
Em concluséo, este estudo demonstra pela primeira vez que o0s extratos das cascas
dos frutos do cambui-roxo e do bacupari foram capazes de diminuir a lesdo renal
caudada por contraste em camundongos, reduzindo parametros bioquimicos de
fungéo renal, prevenindo o dano oxidativo sistémico e tecidual e preservando estrutura
morfolégica dos rins.
Esses efeitos renoprotetores observado pode estar associado a atividade antioxidante
desses extratos, pois 0s tratamentos preventivos foram capazes de reduzir a producao
citoplasmaticas de peroxido de hidrogénio. Além disso, essa capacidade antioxidante
pode estar relacionada a atividade antigenotoxica observada pelo ensaio de dano no

DNA.
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Sendo assim, o0s extratos avaliados se mostraram promissores e estudos futuros
podem avaliar a aplicacdo dessas frutas em outras doencas, como a doenca renal
cronica.

Estudo futuros também podem avaliar outros parametros de avaliacdo de funcéo

renal, como proteinuria, por exemplo.
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