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RESUMO 

 

A síndrome de isquemia-reperfusão (I/R) desempenha um papel importante na 

lesão renal aguda (LRA) devido à geração de espécies reativas de oxigênio (ERO). 

Substâncias antioxidantes, sobretudo as de origem natural têm sido estudadas na 

prevenção de danos oxidativos relacionados a I/R. Nesse contexto, destaca-se a 

quercetina, um flavonóide com potencial antioxidante, modulatório de enzimas e de 

inibição do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA). O objetivo deste estudo 

foi avaliar o efeito da quercetina sobre células tubulares renais submetidas a I/R e analisar 

o envolvimento da inibição do SRAA nesse efeito. As células renais tubulares LLC-MK2 

foram submetidas a um modelo de isquemia /reperfusão in vitro e em seguida tratadas 

com quercetina em concentrações consideradas não tóxicas. A viabilidade celular foi 

avaliada pelo ensaio de redução do Brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-

Difeniltetrazolio (MTT). O dano celular tubular foi avaliado pela liberação da molécula 

de injúria renal-1(Kidney Injury Molecule-1 - KIM-1). O estresse oxidativo foi avaliado 

pela formação de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e acúmulo de 

glutationa reduzida (GSH). A avaliação da morte celular e da despolarização mitocondrial 

foram analisadas por citometria de fluxo. Ensaios in silico foram realizados visando 

avaliar a interação teórica da quercetina com a enzima conversora de angiotensina e com 

o recpetor AT1 da angiotensina II. No presente trabalho, a quercetina foi capaz de 

prevenir o dano oxidativo induzido em células renais tubulares após eventos isquêmicos. 

Esse potencial pode estar relacionado à capacidade de prevenir a morte celular após I/R, 

principalmente pela proteção às mitocôndrias contra a despolarização, evidenciado pela 

análise da rodamina 123 e inibição da liberação de KIM-1. Os efeitos da quercetina foram 

comparados ao lisinopril e à losartana, inibidores do sistema renina-angiotensina 

(SRAA). O lisinopril, não apresentou efeito protetor. A losartana apresentou efeito 

moderado quando comparado à quercetina. Nesse contexto, as simulações de docking 

molecular evidenciaram que a quercetina possui potencial para interagir com o receptor 

AT1 da angiotensina com maior afinidade, apresentando uma ligação estável por meio da 

formação de cinco ligações de hidrogênio de forte intensidade. Assim, nossos resultados 

sugerem que a quercetina apresentou efeito protetor sobre as células LLC-MK2 com 

envolvimento do SRAA, por meio do bloqueio dos receptores AT1. 

PALAVRAS-CHAVE: Flavonoides; Lesão Renal Aguda; Estresse Oxidativo; Receptor de 

Angiotensina; KIM-1. 



   

 
 

ABSTRACT 

  

 Ischemia-reperfusion (I/R) syndrome plays an important role in acute kidney 

injury (AKI) due to the generation of reactive oxygen species (ROS). Antioxidant 

substances, especially those of natural origin, have been studied in the prevention of 

oxidative damage related to I/R. In this context, quercetin stands out as a flavonoid with 

antioxidant potential, enzyme modulator and inhibition of the Renin-Angiotensin-

Aldosterone System (RAAS). The aim of this study was to evaluate the effect of quercetin 

on renal tubular cells subjected to I/R and to analyze the involvement of RAAS inhibition 

in this effect. The LLC-MK2 tubular renal cells were submitted to an in vitro 

ischemia/reperfusion model and then treated with quercetin at concentrations considered 

non-toxic. Cell viability was assessed by the 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction assay. Tubular cell damage was evaluated 

by the release of the kidney injury molecule-1 (Kidney Injury Molecule-1 - KIM-1). 

Oxidative stress was assessed by the formation of thiobarbituric acid reactive species 

(TBARS) and accumulation of reduced glutathione (GSH). The evaluation of cell death 

and mitochondrial depolarization were analyzed by flow cytometry. In silico assays were 

carried out to evaluate the theoretical interaction of quercetin with the angiotensin-

converting enzyme and with the AT1 receptor of angiotensin II. In the present work, 

quercetin was able to prevent oxidative damage induced in renal tubular cells after 

ischemic events. This potential may be related to the ability to prevent cell death after 

I/R, mainly by protecting mitochondria against depolarization, evidenced by the analysis 

of rhodamine 123 and inhibition of KIM-1 release. The effects of quercetin were 

compared to lisinopril and losartan, inhibitors of the renin-angiotensin system (RAAS). 

Lisinopril had no protective effect. Losartan had a moderate effect when compared to 

quercetin. In this context, molecular docking simulations showed that quercetin has the 

potential to interact with the angiotensin AT1 receptor with greater affinity, presenting a 

stable bond through the formation of five strong hydrogen bonds. Thus, our results 

suggest that quercetin had a protective effect on LLC-MK2 cells with RAAS 

involvement, by blocking AT1 receptors. 

KEYWORDS: Flavonoids; Acute Kidney Injury; Oxidative stress; Angiotensin 

Receptor; KIM-1. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Lesão Renal Aguda (LRA) 

A lesão renal aguda (LRA) pode ser caracterizada como a redução ou perda súbita 

da função renal, sendo caracterizada pela degradação da função tubular e glomerular, 

originando declínio da filtração glomerular, alterações na diurese, distúrbios 

hidroeletrolíticos, acidobásicos e o acúmulo de compostos nitrogenados como ureia e 

creatinina na circulação sistêmica (PARIKH; MANSOUR, 2017; LEE, 2019).   

De acordo com a etiologia, a LRA pode ser classificada como pré-renal, renal 

(intrínseca) e pós-renal. No grupo de LRA renal (intrínseco), se enquadram as formas de 

lesões ao parênquima, tendo sua classificação baseada no principal local afetado: 

glomérulo, túbulos, interstício ou vasos. Já o grupo classificado como LRA pós-renal está 

ligado à obstrução do trato e, consequentemente, do fluxo urinário, de forma intra ou 

extra-renal, sendo esta a causa menos frequente de LRA (GAIAO; PAIVA, 2017). 

A LRA pré-renal se dá por uma série de eventos que culminam na redução do 

volume circulante, bem como do fluxo sanguíneo renal. É uma resposta funcional do 

órgão intacto à baixa perfusão, sendo esta a principal causa pré-renal de LRA, responsável 

por cerca de 50% dos casos (DEVARAJAN et al., 2007). Tal lesão se configura como a 

causa mais frequente de LRA em pacientes hospitalizados, sendo os eventos isquêmicos 

os principais responsáveis (MAKRIS & SPANOU, 2016). 

A isquemia pode ser definida como o fluxo arterial restrito ou insuficiente para 

manter as funções teciduais normais, por meio da diminuição da oferta de oxigênio e 

nutrientes, fato que constitui um dos mais importantes problemas enfrentados pela 

medicina, como o infarto agudo do miocárdio, a oclusão arterial aguda, a insuficiência 

vascular periférica e no transplante de órgãos (MAXWELL, 1997). 

O rim é um órgão altamente suscetível às lesões relacionadas à isquemia, 

resultando em vasoconstrição, lesão endotelial e processos inflamatórios. Esta 

suscetibilidade pode ser explicada, pelo menos em parte, pelas associações estruturais 

entre os túbulos renais e os vasos sanguíneos na medula externa do rim, com a isquemia 

comprometendo o fluxo sanguíneo para as estruturas críticas do néfron. Após a redução 

da perfusão, as células epiteliais são incapazes de manter o ATP intracelular em nível 

adequado para os processos essenciais, devido à diminuição da fosforilação 
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oxidativa. Essa depleção de ATP leva à lesão celular e, a depender da gravidade, chega à 

morte celular (SHARFUDDIN & MOLITORIS, 2011).  

Durante o processo de isquemia/reperfusão (I/R), todos os segmentos dos néfrons 

podem ser afetados, mas as células tubulares proximais são as mais comumente lesadas 

(BONVENTRE & YANG, 2011). Tais eventos podem predispor à LRA por hipóxia 

tecidual causada pela diminuição do fluxo sanguíneo, formação de espécies reativas de 

oxigênio, estresse oxidativo e morte celular programada por apoptose (LAMEIRE et al., 

2013; ZHAO et al., 2018).  

 

1.2 Estresse Oxidativo 

O estresse oxidativo é o desequilíbrio entre a produção de compostos oxidantes e 

os sistemas de defesas antioxidantes (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004), podendo 

resultar da diminuição dos níveis de antioxidantes, de mutações, afetando a atividade de 

defesa de enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase (SOD) ou glutationa 

peroxidade (GPx). Por exemplo, muitos xenobióticos são metabolizados por conjugação 

com a glutationa reduzida (GSH) e, em altas doses, podem esgotar o GSH e causar 

estresse oxidativo mesmo se o próprio xenobiótico não for capaz de gerar espécies 

reativas.  

Uma das etapas importantes para o estabelecimento do dano tecidual é 

protagonizado pela produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e acontece na etapa 

de reperfusão. O aumento da oferta de oxigênio em um tecido que se encontra ávido por 

essa substância, pode gerar um desvio no oxigênio molecular da respiração celular, 

gerando aumento na produção de ERO (GRANATA et al., 2015; CHOI et al., 2016).  

Isto acontece porque, ao ser submetido à isquemia, a atividade da enzima xantina 

oxidase (XO) aumenta rapidamente devido a formação da xantina desidrogenase e do 

aumento da produção de hipoxantina, formada pela depleção de ATP no processo de 

isquemia. Dessa forma, a XO catalisa a reação que forma xantina e superóxido a partir da 

hipoxantina em combinação com o oxigênio proveniente da reperfusão. O superóxido, 

pela ação da enzima superóxido dismutase (SOD), forma peróxido de hidrogênio que, 

quando esse não é transformado em água pela catalase, leva à formação do radical livre 

hidroxila, altamente tóxico e reativo. O acúmulo de hipoxantina, que decorre da quebra 
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do ATP, não se traduz na formação do superóxido sem a presença do oxigênio advindo 

da reperfusão. Assim, a lesão tecidual pelo estresse oxidativo só se estabelece com a 

reperfusão (HARRIS et al., 1992), causando danos mitocondriais, levando à disruptura 

da cadeia transportadora de elétrons (CTE), impossibilitando a fosforilação oxidativa e 

causando a diminuição na síntese de ATP (GRANATA et al., 2015; CHOI et al., 2016).  

  

1.3 Morte celular programada  

A morte celular programada é um processo fisiológico que desempenha um papel 

essencial no desenvolvimento e manutenção da homeostase dos tecidos. A ativação 

dessas vias envolve diversas moléculas sinalizadoras e mediadoras responsáveis por 

controlar esse processo em condições fisiológicas. Os mecanismos de morte 

desempenham um papel fundamental em diversos processos, tanto fisiológicos, como no 

desenvolvimento da tolerância imunológica, quanto patológicos, como no câncer. Estes 

processos podem ser classificados em autofagia, senescência, necrose e apoptose 

(HERAULT et al., 1999). 

A apoptose é um processo de ordem sequencial de morte celular, portanto, 

essencial na manutenção do desenvolvimento dos seres vivos, eliminando células 

senescentes ou defeituosas. Este processo é caracterizado por diversas alterações a nível 

celular. Tais alterações incluem a retração da célula, com perda de aderência com a matriz 

extracelular e células vizinhas, condensação da cromatina que se concentra junto à 

membrana nuclear, esta última mantida intacta. Há ainda a fragmentação 

internucleossômica do DNA, ruptura da membrana externa mitocondrial, oxidação de 

lipídios de membrana e formação de prolongamentos citoplasmáticos e de corpos 

apoptóticos (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007).   

Dentre as moléculas sinalizadoras da apoptose destaca-se a participação das 

caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases), pertencentes à família das 

cisteínas proteases, as quais reconhecem e clivam substratos, mediando a externalização 

de lipídios de membrana chamados de resíduos de fosfatidilserina, que sinalizam a 

fagocitose de células apoptóticas (ULUKAYA; ACILAN; YILMAZ, 2011). 

Ademais, outras moléculas também estão envolvidas com o controle e modulação 

da apoptose. Visto que a homeostasia é mantida quando há o equilíbrio entre proteínas 
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promotoras e inibidoras da apoptose, as proteínas da família Bcl-2 são inibidoras da 

apoptose pois previnem a liberação das enzimas do citocromo c, inibindo a formação de 

ERO e estabilizando o potencial da membrana mitocondrial. Por outro lado, Bax, Bid e 

Bak são proteínas pró-apoptóticas (MAGNELLI et al., 2010). 

Diversos fatores podem ser capazes de estimular a apoptose. Este mecanismo 

acontece a partir de duas vias, a extrínseca (citoplasmática) e a intrínseca (mitocondrial). 

A via extrínseca (Figura 1) corresponde a uma interação mediada por ligantes ao grupo 

de receptores de membrana da superfamília dos receptores de fatores de necrose tumoral 

(rTNF), que inclui o TNF, ligantes Fas (Fas-l) e ligante indutor de apoptose relacionado 

ao TNF (TRAIL) (LIU et al., 2017; SHLYAKHTINA et al., 2017). 

 

Figura 1. Ativação da apoptose pela via citoplasmática. 

 

Fonte: GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA (2007).  

 

A via intrínseca (Figura 2) envolve uma série de eventos intracelulares que 

ocorrem dentro da mitocôndria. Vários fatores hormonais, fatores de crescimento, 

radiação, toxinas, hipóxia, infecções virais e hipertermia que levam à permeabilidade 

intermembranar da mitocôndria, podem desencadear essa via. Nestas condições de 

estresse, onde há a diminuição de fatores de crescimento, danos ao DNA e hipóxia, 
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ocasionando uma disfunção e uma despolarização no potencial elétrico negativo da 

membrana mitocondrial, comprometendo a respiração celular. Quando ativada, esta via 

gera a ruptura osmótica da membrana mitocondrial, liberando proteínas pró-apoptóticas 

para o citoplasma, principalmente o citocromo c. Além disso, há um comprometimento 

da síntese de ATP, produção excessiva de ERO, os quais oxidam material genético, 

proteínas e lipídios; adicionalmente, as ERO induzem a ativação das caspases -9 e -3 

(MAGNELLI et al., 2010; CHEUNG; LUDWIG; VOUSDEN, 2012).  

 

Figura 2. Via intrínseca de ativação da apoptose. 

 

Fonte: GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA (2007).  

 

1.4 Polifenóis 

Várias estratégias são descritas para prevenir, ou reverter os danos teciduais 

estabelecidos pelo estresse oxidativo e estado inflamatório nos rins após a ocorrência de 

I/R. Estratégias hemodinâmicas como a prescrição de vasodilatadores e hidratação, além 

da administração de esteroides e outros anti-inflamatórios, bem como o uso de 

antioxidantes que melhoram o metabolismo mitocondrial têm sido destacados em 

pesquisas clínicas (LAAR et al., 2012; TAI et al., 2015). Nesse contexto, substâncias de 

origem natural, principalmente compostos fenólicos, têm sido objeto de estudo na 
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prevenção e tratamento de danos oxidativos relacionados à I/R, especialmente no tecido 

tubular (SAMPAIO et al., 2019).  

No grupo dos polifenóis, os flavonoides correspondem a um subgrupo de 

metabólitos secundários vegetais, que possuem a função de defesa às possíveis infecções 

e condições de estresse por agentes externos, tais como a luz ultravioleta, patógenos e 

danos físicos (SIMITZIS et al., 2018). Em meio a esse amplo grupo de substâncias, 

encontra-se a Quercetina. 

1.4.1 Quercetina 

O nome quercetina vem sendo utilizado desde 1857 e tem sua origem na palavra 

“querceto” (floresta de carvalhos). Apresenta fórmula molecular C15H10O7 e seu nome, 

segundo a União Internacional e Química Pura e Aplicada (IUPAC) é 3,3′, 4′, 5,7-penta-

hidroxiflavona. É um flavonoide (flavus significa amarelo, sua cor comum), do tipo 

flavonol, e tem dois anéis aromáticos (A e B) ligados por um oxigênio heterocíclico (anel 

C) (LI et al., 2018). Sua estrutura química está representada na Figura 3. 

Figura 3. Estrutura química da Quercetina 

 

Fonte: PEREIRA, 2014. 

 

Apresenta-se como um pó amarelo-alaranjado, com peso molecular de 302,24 

g/mol para a forma anidra e de 338,27 g/mol para a forma diidratada. Ela torna-se anidra 

na faixa de temperatura de 93 a 97ºC e decompõe-se a 314ºC. A Quercetina é 



20 
 

 
 

praticamente insolúvel em água (cerca de 0,30-0,70 μg/mL) e possui um pKa de 6,74 

(BUDAVARI, 1996). 

Representa, dentre os flavonoides, o mais abundante da dieta humana, pois está 

extensivamente presente em frutas e vagens, folhas, legumes, chá e vinho tinto (RAUF et 

al., 2018). Os vegetais que carregam as mais altas concentrações de Quercetina são a 

cebola (Allium cepa L.), aspargos (Asparagus officinalis L.) e alface vermelha (Lactuca 

sativa L.), com níveis mais baixos em brócolis, pimentão verde, ervilha e tomates. Dentre 

as frutas, as maçãs apresentam o maior conteúdo, juntamente com as cerejas (COSTA, 

2016). 

A Quercetina tem sido bastante conhecida, principalmente, por suas ações 

biológicas como antioxidante, anti-inflamatório, como protetor hepático e renal, 

cardioprotetor, como vasodilatadora, anti-hipertensivo, antiviral, neuroprotetor, 

psicoestimulante, além da sua ação sobre a microbiota intestinal, potencializando as 

funções probióticas de bifidobactérias (GRZELAK-BŁASZCZYK et al., 2018; LESJAK 

et al., 2018; SALVAMANI et al., 2014; DAVID; ARULMOLI; PARASUARAMAN, 

2016; RAUF et al., 2018; SUNDARAM et al., 2019). Diversos estudos têm também se 

mostrado promissores na utilização da Quercetina como um tratamento aliado à 

terapêutica do câncer, especialmente em câncer de ovário, onde apresentou um alto 

impacto citotóxico nas células (ASMA et al., 2020). Bem como um quimiopreventivo 

para diversas neoplasias (GIBELLINI et al., 2011).  

No passado, com evidências da influência da quercetina sobre a pressão arterial, 

pensava-se que este efeito era devido ao seu efeito sobre o estresse oxidativo (ABIGAIL; 

SYMONS; JALILI, 2010). No entanto, a investigação não conseguiu provar de forma 

clara e consistente. Assim, uma das hipóteses para o seu efeito sobre a pressão arterial 

(PA), é a inibição do Sistema Renina-Angiotensina (SRAA) podendo ainda justificar os 

demais efeitos na proteção celular (BAHEM et al., 2015). 

 

1.5 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) 

O SRAA exerce uma importante função na regulação da pressão arterial, da 

homeostase hidroeletrolítica, em processos metabólicos e no crescimento e proliferação 

celular (SANTOS et al, 2013). Quando é estimulado por hipotensão, aumento da 
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atividade simpática, ou alterações nas concentrações vasculares de eletrólitos, o SRAA é 

ativado, desencadeando uma sequência de ações consistentes (VIJAYARAGHAVAN et 

al., 2011). A hiperativação do SRAA em longo prazo está associada a diversos eventos 

deletérios como hipertensão, isquemia miocárdica, arritmias, hipertrofia ventricular e 

também problemas na função renal, ou desordens metabólicas como o desenvolvimento 

de Diabetes Mellitus e aumento do estresse oxidativo a nível celular, gerando danos 

mitocondriais e morte celular (ANDERSEN et al., 2016).   

A enzima conversora de angiotensina (ECA) catalisa uma reação determinante 

neste sistema, convertendo a angiotensina I em angiotensina II, um octapeptídeo 

fisiologicamente ativo, capaz de atuar em diversos sistemas. Estas ações são 

intermediadas, principalmente, pela ativação dos receptores de Angiotensina II, do tipo 1 

(AT1), promovendo vasoconstricção, respostas pró-oxidantes e pró-infamatórias, ou, 

receptores do tipo 2 (AT2), desempenhando ações antagônicas ao AT1, gerando assim 

um mecanismo de contrabalanço entre ações danosas e ações protetoras no organismo 

(HACKL et al., 2002).  

Estudos realizados nas últimas décadas indicam a descoberta de novos 

componentes do SRAA como diferentes tipos de angiotensinas, vias de sinalização e 

enzimas de conversão envolvidas em processos fisiológicos de proteção desconhecidos 

até então. A descoberta de uma segunda enzima de conversão da Angiotensina (ECA2), 

originando um peptídeo diferente (Angiotensina 1-7) com afinidade maior para um 

receptor diferente, o receptor Mas, foi um avanço no entendimento dos processos de 

controle fisiológico deste sistema (FYHRQUIST et al., 2008).  

Este eixo, conhecido como ECA2/Ang (1-7)/Mas (Fig 4), exerce importantes 

funções ligadas a respostas vasodilatadoras e anti-hipertensivas, capazes de 

contrabalancear a atividade do eixo Angiotensina II/Receptor AT1. Estudos posteriores 

demonstraram que a ligação da Ang-(1-7) ao receptor Mas estimula a liberação de óxido 

nítrico, promovendo efeitos protetores anti-fibróticos, antitrombóticos, anti-hipertróficos 

e vasodilatadores, com extrema importância para o sistema cardiovascular e renal. Assim, 

o eixo ECA2/Ang (1-7)/Mas tem motivado diversas investigações farmacológicas, sendo 

um potencial alvo terapêutico (PASSOS-SILVA et al., 2013; RAMIREZ-SANCHEZ., 

2013; SANTOS et al., 2013). 
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Figura 4. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona. 

 

 

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2019). 

Estudos demonstraram que o bloqueio farmacológico do SRAA pela inibição da 

ECA, ou antagonismo dos receptores AT1, pode prevenir a diminuição da função renal 

em condições como nefropatia diabética, pré-eclâmpsia e desidratação (SPARKS M.A et 

al., 2014). Os avanços nos estudos sobre o SRAA apontam ainda que fármacos inibidores 

da enzima conversora da angiotensina (ECA) e bloqueadores do receptor de angiotensina 

II (ARAII), além de tiazolidinedionas e ibuprofeno promovem níveis elevados da 

isoenzima ECA2. Embora a ECA e a ECA2 sejam duas enzimas estruturalmente 

relacionadas, a ECA2 converte a angiotensina II em angiotensina (1-7), um hormônio 

peptídico com propriedades antagonistas às da angiotensina II (SAMPAIO, TL; 

MENEZES RRPPB, 2020). 

Em oposição aos efeitos apresentados pela angiotensina (1-7), a angiotensina II 

ativa diversas vias de sinalização vascular, podendo levar à inflamação, contração, 

disfunção endotelial, crescimento e migração de células do músculo liso, fatores que 
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juntos podem promover a progressão do dano vascular. Além disso, a angiotensina II 

desencadeia a expressão excessiva de EROs gerando danos ao DNA, disfunção 

mitocondrial e morte celular. Dessa maneira, torna-se essencial a busca por agentes 

eficazes para o antagonismo destes efeitos deletérios da angiotensina II, decorrentes da 

ativação do SRAA a nível celular (ZHENG et al., 2014; MIKOLACJCZYK et al., 2016).  
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2. JUSTIFICATIVA 

As estimativas sugerem que, anualmente, 13,3 milhões de pessoas em todo o 

mundo são afetadas por lesão renal aguda; 85% das quais vivem em países em 

desenvolvimento (HOSTE et al., 2018). Além disso, estima-se que até 1,7 milhões de 

mortes ocorrem a cada ano causadas por LRA (MEHTA, 2015).  Em estudos de meta-

análise no âmbito hospitalar, foi possível estimar que a cada cinco pacientes internados, 

um deles irá experienciar a LRA. Este número é ainda maior para a população pediátrica, 

estando presente em, aproximadamente, 33% dos pacientes hospitalizados e pacientes 

pós-cirúrgicos cardíacos, até 92,2% (SUSANTITAPHONG et al., 2013; SANTOS et al., 

2019). Quando pacientes de unidades de terapia intensiva foram analisados isoladamente 

quanto a ocorrência deste evento, demonstrou-se que 74% são afetados (PIRES et al., 

2020).  

Assim, o aumento na incidência da LRA representa um problema de saúde pública 

global, com alta morbidade e mortalidade, sobretudo, nos pacientes hospitalizados. Tal 

fato gera ainda o aumento da progressão para a doença renal crônica, e os custos em saúde 

(HORKAN et al., 2015).  

Diante desse contexto, faz-se necessário buscar substâncias bioativas com 

atividade nefroprotetora. Dentre a ampla variedade de compostos, destacam-se o grupo 

dos flavonoides, especialmente a quercetina (PIMENTEL-MORAL et al., 2018). 

Previamente, os benefícios atribuídos à quercetina se deviam unicamente ao seu 

efeito sobre o estresse oxidativo (ABIGAIL; SYMONS; JALILI, 2010). No presente 

trabalho, foi estudada a ligação da quercetina com vários alvos enzimáticos e não 

enzimáticos, sendo a inibição do Sistema Renina-Angiotensina (SRAA) um dos mais 

importantes.  

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito citoprotetor renal da quercetina 

na lesão de isquemia seguida de reoxigenação (I /R) e analisar teoricamente a capacidade 

de inibir a enzima conversora de angiotensina (ECA) ou antagonizar os receptores AT1 

da angiotensina. 
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3. OBJETIVOS 

 

 3.1 Objetivo Geral 

Estudar o efeito protetor da quercetina sobre células tubulares renais submetidas a 

isquemia e reoxigenação e o envolvimento do eixo renina-angiotensina-aldosterona. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

• Investigar o efeitos protetore da quercetina sobre células tubulares renais submetidas 

à I/R.  

• Avaliar os efeitos da quercetina sobre a morte celular após injúria por I/R.  

• Estudar a participação da quercetina sobre o estresse oxidativo relacionado ao 

processo de I/R. 

• Estudar o envolvimento do eixo Renina-Angiotensina-Aldosterona no efeito protetor 

da quercetina em modelo de I/R. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Manutenção e cultivo de células LLC-MK2 

 As células LLC-MK2 (ATCC CCL-7) são uma linhagem imortalizada de células 

tubulares renais, obtidas de macaco (Macaca mullata), foram gentilmente doadas pelo 

laboratório de Química do Instituto de Bioquímica da Universidade de São Paulo. Foram 

cultivadas em garrafas de cultura celular (25cm2 ou 75cm2), em meio DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium, pH 7,4), suplementado com antibióticos (penicilina 100 UI/mL 

e estreptomicina 100 μg/mL), 10% de soro bovino fetal (SBF) e mantidas em estufa 

incubadora de CO2 a 37C e 5% de CO2 (figura 4). 

Para manutenção das células, o meio de cultura das garrafas confluentes foi 

removido, e as células foram lavadas com 3-5 mL de PBS estéril, pH 7.4. A garrafa foi 

incubada com 1 mL de solução de tripsina-EDTA (0.05%/0.02%) por 5-10 minutos, a 

37°C para desprendimento das células aderidas na superfície de cultivo. Em seguida, para 

inativação da tripsina-EDTA, foi adicionado 1mL de DMEM, e alíquotas das suspensões 

celulares obtidas foram transferidas para novas garrafas. 

 

 

4.2 Modelo in vitro de isquemia/reperfusão 

 

 Para a avaliação in vitro da lesão por isquemia/reperfusão, foi utilizado o método 

da câmara anaeróbica, o qual mimetiza as condições de I/R (GINO & BRINDA, 2014). 

Assim, as células LLC-MK2 (1x105 células/mL) foram plaqueadas em placas de 96 poços 

e mantidas overnight para adesão e proliferação celular. O meio de cultura utilizado para 

indução da isquemia foi DMEM, privado de glicose, piruvato e SBF. As placas foram 

então incubadas em uma câmara anaeróbica, por 12 horas a 37ºC sob condição de hipóxia 

(saturação de oxigênio < 5%). Após 12h, o meio de cultura foi retirado, um novo meio 

completo foi adicionado e a cultura foi retornada à atmosfera de 5% de CO2 por 3h. 
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4.3 Tratamento  

 

 Após 3h de reoxigenação, as células foram tratadas com quercetina, losartana, ou 

lisinopril. A Quercetina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi diluída previamente 

em Dimetil sulfóxido (DMSO), nunca excedendo a concentração máxima de 0,5% de 

DMSO. Então, a Quercetina foi diluída em PBS e as células foram tratadas sob diferentes 

concentrações (200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25µg/mL correspondendo a 6,62 × 10-1, 3,1 × 

10-1, 1,65 × 10-1, 8,27 × 10-2, 4,13 × 10-2 e 2,07 × 10-2 µM). A solução de DMSO 0,5% 

foi utilizada como controle negativo. Losartana (422,91 g/mol) e Lisinopril (405.49 

g/mol) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram diluídos em PBS sob diferentes 

concentrações (1 × 10-2, 1 × 10-1, 1× 100, 1 × 101, e 1 × 102 µM) e as placas foram tratadas 

e incubadas em condições aeróbias por 12h. Estes fármacos foram utilizados por serem, 

respectivamente, antagonistas do receptor de angiotensina II (ARA II) e inibidores da 

enzima conversora de angiotensina (IECA). 

 

4.4 Ensaio de viabilidade celular 

 

 Com o propósito de avaliar a citotoxicidade de quercetina sobre as células LLC-

MK2, foi realizado o ensaio de viabilidade celular pela redução do MTT. O MTT (3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) é um sal de tetrazólio de cor 

amarela que, quando em contato com células viáveis, é internalizado por endocitose e 

clivado por desidrogenases do citoplasmáticas e mitocondriais, produzindo um sal de cor 

arroxeada chamado formazan (MOSMANN, 1983). Posteriormente, os cristais de 

formazan são exocitados e podem ser solubilizados pela presença do reagente 

dodecilsulfato de sódio (SDS). Assim, as células não-viáveis perdem a capacidade 

metabólica de internalizar e clivar o MTT. A concentração de formazan produzido é 

diretamente proporcional à quantidade de células viáveis e é medida pela leitura da 

absorbância a 570 nm. 

 Após 12h de tratamento, o MTT foi adicionado aos poços das placas em uma 

contração final de 2,5 mg/mL, sendo, então, incubadas a 37°C no escuro por 4 horas e, 

em seguida, 90 μL de uma solução de SDS (10 % p/v em HCL 0,1 N) foram adicionados. 

As placas ficaram em repouso por 17 horas para completa solubilização dos cristais de 
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formazan e, por fim, foi realizada leitura espectrofotométrica em leitora de microplacas. 

Como critério de correção foi usada a média do branco, formado por poços contendo 

apenas DMEM que receberam MTT e SDS semelhantemente aos grupos experimentais. 

 Para o cálculo da viabilidade celular, inicialmente foi subtraída a média das 

absorbâncias do branco de todos os poços. A viabilidade foi calculada em percentual 

levando em consideração as absorbâncias dentro dos grupos experimentais. Para o 

cálculo, a média das absorbâncias do grupo controle foi considerada como sendo 100% 

de viabilidade, os demais grupos receberam valor proporcional calculado por regra de três 

simples. 

 

4.5 Determinação dos níveis de KIM-1 

 A molécula Kim-1 é uma glicoproteína transmembranar (38,7 KDa) de adesão 

epitelial tubular proximal. Possui dois domínios: um mucina e o outro, um ectodomínio 

imunoglobulina-like composto por seis cisteínas (MCWILLIAM et al., 2014). É um 

biomarcador de sinalização da lesão no epitélio renal com elevada sensibilidade e 

especificidade para o diagnóstico da lesão renal aguda em estágios precoces (WASUNG; 

CHAWLA; MADERO, 2015; MOLEDINA; PARIKH, 2018). 

 A determinação dos níveis de KIM-1 foi realizada no sobrenadante ou 

homogenato de células LLC-MK2 com o uso do ensaio imuno absorvente ligado à enzima 

(ELISA) comercial (R&D Systems, INC – Cat. DY1750, Minneapolis, MNN). Poços de 

placa de ELISA foram revestidos com a diluição do anticorpo de captura (72 μg/mL) para 

uma concentração de trabalho de 0,4 μg/mL em PBS, com o volume final de 100μL em 

cada poço. A placa foi selada e incubada overnight à temperatura ambiente. Cada placa 

foi lavada duas vezes com 400μL de tampão de lavagem (Tween-20 a 0,05% em PBS). 

As placas foram bloqueadas pela adição de 300 μL de BSA a 1% em PBS durante 2 horas.  

Para análise, 100μL de padrão de KIM-1 recombinante humano (nas 

concentrações de 0 a 20 ng/mL) e sobrenadante do cultivo das células LLC-MK2 foram 

adicionados aos seus respectivos poços e colocados à temperatura ambiente por 2h. A 

placa foi lavada novamente e 100μL de anticorpo biotinilado caprino anti-KIM-1 (400 

ng/mL) foram adicionados a cada poço. A placa foi incubada à temperatura ambiente 

durante 2 horas, a etapa de lavagem foi repetida e, após, 100μL de estreptavidina-HRP 
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foram adicionados a cada poço e incubados à temperatura ambiente durante 20 minutos. 

Após lavagem, 100μL da solução de substrato foram adicionados a todos os poços e 

incubados à temperatura ambiente durante 7 minutos. A reação foi parada adicionando 

50μL de solução de paragem a todos os poços. A absorbância foi medida a 450nm com 

uma correção de absorbância a 540 nm. A concentração de KIM-1 foi calculada com base 

na curva padrão e expressa em termos absolutos em ng/mg de proteína.  

As mensurações da liberação de KIM-1 foram realizadas no sobrenadante das 

células tratadas com losartana, lisinopril e quercetina 100 µg/mL. Para o grupo controle 

foram utilizadas células tratadas com PBS e um grupo submetido à I/R foi analisado para 

realizar as comparações. Em seguida, a análise do KIM-1 foi realizada no homogenato de 

células analisando grupo controle, I/R e células tratadas com quercetina 200, 100 e 50 

µg/mL. 

 

4.6 Avaliação do equilíbrio óxido-redutor em células LLC-MK2 

 

 A fim de se avaliar o efeito da quercetina sobre o metabolismo óxido-redutor no 

modelo de lesão renal in vitro, foi utilizado o ensaio de mensuração das substâncias 

relativas ao ácido tiobarbitúrico – TBARS e a determinação dos níveis de glutationa 

reduzida (GSH).  

 Para a realização dos ensaios, foi extraído um lisado celular. As células LLC-MK2 

em cultivo foram coletadas, lavadas com PBS gelado e suspensas em 1 mL de tampão 

fosfato de potássio 0,1M, com a adição de EDTA 5 mL, Triton x-100 0,1% e 0,6% de 

ácido sulfossalicílico (pH 7,5); a suspensão foi, então, sonicada em água gelada durante 

3 minutos e, posteriormente, congelada em freezer -80 ºC e descongelada, posteriormente, 

a fim de garantir o rompimento das membranas. A suspensão obtida foi centrifugada a 

3000 g por 4 minutos e o sobrenadante foi armazenado em freezer a-80 ºC. Previamente 

às análises, o conteúdo proteico do lisado foi mensurado, utilizando-se a metodologia de 

Bradford (BRADFORD, 1976). 
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4.6.1 Ensaio das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

 As substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico - TBARS (Thiobarbituric acid 

reactive substances) são representadas, principalmente, pelo Malondialdeído (MDA) e 

formadas como um subproduto da peroxidação lipídica (KIL et al., 2014).  

 Para a determinação do TBARS, 100 μL do sobrenadante foi misturado a 100 μL 

de ácido tricloroacético 40% e 400 μL de ácido tiobarbitúrico 60%. A mistura foi 

incubada a 96 ºC por 30 minutos e, em seguida, mantida em banho de gelo. Para parar a 

reação, adicionou-se 200 μL de ácido acético glacial à suspensão que foi centrifugada 

(1700 g, 30 minutos). O sobrenadante obtido foi lido em espectrofotômetro (UV ASYS 

340, Biochrom, Cambridge, Reino Unido) em leitor de 530 nm. As concentrações de 

TBARS foram então calculadas usando uma curva de calibração usando malondialdeído 

(MDA) como padrão e expressas em ng de TBARS/ μg de proteínas das células 

(MIHARA et al., 1980). 

4.6.2 Determinação dos níveis de Glutationa Reduzida (GSH). 

 

 O ensaio de determinação da concentração da GSH, uma enzima antioxidante 

hidrossolúvel, baseia-se na reação do reagente de Ellman, 5,5'-ditiobis (ácido 2-

nitrobenzóico) (DTNB) com o tiol livre, originando um dissulfeto misto mais ácido 2-

nitro-5-tiobenzóico. A medida do produto de reação formado é feita pela leitura da 

absorbância a 412 nm, conforme descrito por Sedlak & Lindsay (1968).  

 Para a determinação da glutationa reduzida (γ-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH), 

400 uL das amostras da suspensão de lisado celular foram adicionados a 800 uL de 

tampão Tris-HCl (0,4 M, pH 8,9) e 20 uL do cromógeno DTNB (5,5'-ditiobis-(ácido 2-

nitrobenzóico)), também chamado reagente de Ellman. Por fim, a absorbância foi medida 

por espectrofotometria a 412 nm (UV ASYS 340, Biochrom, Cambridge, Reino Unido), 

usando como curva de calibração um padrão de GSH. Os resultados foram expressos em 

nmol GSH/ mg de proteínas (SHARMA et al., 1997). 
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4.7 Ensaios de Citometria de Fluxo 

 

 A Citometria de fluxo é uma metodologia usada para o estudo de diversas 

características celulares, uma vez que um dos princípios deste método é a manutenção 

das condições vitais da célula após sua manipulação, permitindo investigações mais 

aprofundadas do comportamento biológico da população celular em estudo, inclusive de 

avaliação funcional. Para realização das análises, as células são conduzidas por um fluxo 

de líquido unidirecional e forçadas a passar individualmente por um canal, onde são 

interceptadas por feixes de luz provenientes de lasers específicos. Cada partícula é 

analisada através de uma dispersão de luz visível e um ou mais parâmetros de 

fluorescência. A dispersão de luz visível é mensurada em duas diferentes direções (Figura 

5), sendo a direção frontal (FSC – Forward Scatter) indicativa do tamanho celular, e a 

lateral (SSC – Side Scatter), de sua complexidade interna e granulosidade (McKINNON, 

2019). 

 Além disso, quando células ou outras partículas são marcadas com fluorocromos, 

o feixe luminoso provoca a excitação dessas moléculas e consequente emissão de luz 

detectada em leitores de fluorescência (FL1, FL2, FL3 e FL4), sendo assim utilizados 

com o intuito de rastrear estados fisiológicos ou patológicos das células em estudo (HAN 

et al, 2015). 
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Figura 5. Princípio do ensaio em Citometria de Fluxo 

 

Fonte:https://www.photonics.com/Articles/Photodetectors_in_Flow_Cytometers/a64058  

Acesso em 03/05/2021. 

 

4.7.1 Preparação da análise 

 

 As células LLC-MK2 foram cultivadas em placas de 24 poços, em condições 

normais de oxigenação e/ou submetidas ao procedimento de I/R tratadas ou não com 

quercetina foram lavadas com PBS, tripsinizadas e deslocadas. A fim de permitir a 

marcação fluorescente, o sobrenadante foi substituído por tampão de ligação (Hepes 

10mM; NaCl 140 mM; CaCl2 2,5 mM; pH 7,4). Então, as células foram analisadas no 

equipamento FACSCalibur (BD Biosciences, New Jersey, USA) utilizando o CellQuest 

ProTM software. Em cada tubo foram contadas 104 células detectadas pelo laser de 

argônio. 
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4.7.2 Avaliação do mecanismo de morte celular 

 

 Para a análise, foi utilizado o 7-amino-actinomicina D (7AAD), um marcador 

fluorescente de DNA, impermeável à membrana celular intacta, capaz de complexar-se 

com o DNA, excitando-se com o laser de 488 nm e possuindo emissão máxima de 647 

nm, sendo, dessa forma, um marcador importante de aumento de permeabilidade de 

membrana, um evento característico nas células necróticas. Concomitantemente, foi 

utilizado o marcador Anexina V-Ficoeritrina (Anexina V-PE) que se liga à 

fosfatidilserina na presença de íons cálcio, uma proteína de membrana (36 KDa), 

externalizada durante processo de morte celular programada por apoptose. 

 Para a análise, as células LLC-MK2 de cada poço foram suspensas em 100 μL do 

tampão de ligação; nos tubos foram adicionados 5 μL de 7AAD e 5 μL de Anexina V-PE 

(0,5 mg/mL cada). O procedimento foi realizado com a utilização do kit comercial 

Annexin V PE Apoptosis Detection Kit I, BD Biosciences em observação às orientações 

do fabricante. Após 15 minutos de incubação no escuro, foi adicionado 400 μL de tampão 

de ligação em cada tubo e as células foram analisadas no FACSCalibur (BD Biosciences). 

Os resultados foram expressos em percentual de células não marcadas; células marcadas 

por 7AAD, indicativo de necrose; células marcadas por Anexina-V, indicativo de 

apoptose; e células duplamente marcadas, indicativo de apoptose tardia. 

  

4.7.3 Avaliação do Potencial Transmembrânico Mitocondrial (ΔΨm) 

 

 Para a análise do efeito de quercetina sobre o potencial de membrana 

mitocondrial, foi utilizado o corante Rodamina 123 (Rho123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA), específico para a marcação mitocondrial em células vivas. Trata-se de um 

fluorocromo catiônico (carregado positivamente) permitindo que seja atraído pelo 

elevado potencial elétrico negativo presente na membrana mitocondrial, incorporando-se 

no interior das organelas, onde emite florescência. Assim, alterações ao nível da 

membrana mitocondrial (potencial transmembrânico) podem ser detectadas em ensaios 

de citometria de fluxo por meio da diminuição da emissão de fluorescência vermelha 
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mitocondrial, indicando a redução do acúmulo de Rh-123 nessa organela (JOHNSON et. 

al., 1980). 

 As células LLC-MK2, após serem submetidas ao procedimento de 

Isquemia/Reperfusão pelo método da câmara anaeróbica, foram tratadas com Quercetina, 

como descrito previamente. Após 12 horas do tratamento, as amostras foram lavadas com 

PBS, tripsinizadas e o “pellet” de células marcado com Rodamina 123 (concentração final 

de 10 μg/mL) por meia-hora para, em seguida, ser processado em citômetro de fluxo 

FACSCalibur (BD Biosciences) com excitação a 488 nm e detecção a 563-606 nm.  

Os resultados foram expressos como intensidade relativa de fluorescência dos 

quais foi calculada uma média geométrica e atribuído valor 1,0 para o controle. As médias 

dos demais grupos receberam valores proporcionais calculados por regra de três simples, 

conforme previamente descrito (JOHNSON et al., 1980; POKORNÝ et al., 2014). 

 

4.8 Docking molecular 

 

4.8.1   Obtenção e otimização de estruturas moleculares. 

 

A estrutura molecular da Quercetina (PUBCHEM CID 5280343) e dos seguintes 

ligantes controle: Inibidor da ECA Enalaprilate (PUBCHEM CID 5388962); Inibidor do 

receptor AT1 Losartana (PUBCHEM CID 3961) foram projetados usando o software de 

licença acadêmica MarvinSketch® versão 20.13 (CSIZMADIA, 2019) do pacote de software 

ChemAxon © Marvin (https://chemaxon.com/products/marvin). A estrutura tridimensional 

dos compostos selecionados foi otimizada usando o método clássico de campo de força 

MMFF94 (Merck Molecular Force Field 94) (HALGREN, 1996) implantado no software 

Avogadro® livre, programado para realizar um ciclo de 4 interações do Steepest Algoritmo 

de descida, onde a estrutura mais estável é obtida minimizando a energia potencial (E) de uma 

molécula em seu estado estacionário, com a contribuição de uma força (kb) exercida em uma 

ligação entre dois átomos (r - r0) e a soma inclui todas as ligações do espaço tridimensional 

da molécula (CURTIS DE et al., 2012; SANT’ANNA CMR et al., 2009). 
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4.8.2 Análise de docking molecular 

A estrutura cristalográfica da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA – PDB ID: 

1O86) e do receptor AT1 da angiotensina (PDB ID: 4YAY) foram obtidos do Protein Data 

Bank (https://www.rcsb.org/). As simulações de acoplamento molecular foram realizadas 

usando o AutoDockVina Versão 1.1.2. Para cada análise, 100 ciclos de 10 simulações 

independentes foram realizados aplicando o algoritmo Lamarkian Genetic (Förster & 

Shityakov, 2014). Moléculas não proteicas foram removidas e hidrogênio polar foi adicionado 

usando o software AutoDock Tools 1.5.6 (ADT, http://mgltools.scripps.edu/). Os resultados 

do ajuste foram agrupados com Desvio Quadrático Médio da Raiz (RMSD) menor que 2,0Å. 

As conformações foram analisadas usando o pacote UCSF Chimera 1.8 

(http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (PETTERSEN, et al., 2004) e Discovery visualizer. As 

ligações de hidrogênio foram classificadas quando a distância entre os átomos foi <3.1 Å, 

como fortes, entre 3.1 e 3.5 Å, como intermediárias e >3.5 Å como fracas (BIOVIA, 2017). 

 

4.9 Análise estatística 

Todos os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Para 

comparação estatística entre os grupos experimentais, foi utilizado one-way ANOVA seguido 

pelo post-test de Bonferroni. Como critério de significância foi aceito p<0,05. As análises 

estatísticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism5.0 (EUA). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Ensaios de viabilidade celular 

 

A citotoxicidade da Quercetina sobre as células LLC-MK2, foi avaliada pelo 

ensaio MTT com o intuito de determinar a faixa de concentrações a ser utilizada nos 

ensaios posteriores. Nas concentrações testadas, a Quercetina não diminuiu a viabilidade 

celular (Figura 6).  

 

Figura 6. Ensaio de viabilidade celular de redução do MTT mostrando a toxicidade da 

Quercetina sobre células renais LLC-MK2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As lesões por isquemia/reperfusão têm como característica a hipóxia associada à 

rápida oxigenação e consequente desequilíbrio redox. Dessa maneira, é possível observar 

na figura 7 que o protocolo padronizado de I/R reduziu a viabilidade celular em 

aproximadamente 50% em comparação ao controle. Entretanto, as células que foram 

submetidas a I/R e foram subsequentemente tratadas com Quercetina apresentaram um 

efeito de proteção celular, indicado pela manutenção ou aumento na viabilidade celular. 

Especialmente, nas três maiores concentrações (200, 100 e 50 μg/mL), apresentando 73,9; 
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63,9; e 60,2% de viabilidade celular, respectivamente, quando comparadas ao controle 

após 12h.  

 

Figura 7. Ensaio de viabilidade celular de redução do MTT mostrando a morte de células renais 

LLC-MK2 após isquemia/reperfusão e a recuperação após tratamento com Quercetina. 
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Os resultados são mostrados como média ± SEM. p <0,05 comparado aos grupos de controle de 

veículo (CT). Para análise estatística, foi utilizado ANOVA, seguido de pós-teste de Bonferroni, CT = 

Controle negativo; I/R = isquemia/reperfusão; *p<0,05 em relação ao grupo controle; #p<0,05 em relação 

ao grupo I/R. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A citotoxicidade dos fármacos utilizados para comparações posteriores, Losartana 

e Lisinopril, também foi acessada pelo método do MTT. Nas análises, não foi 

demonstrada toxicidade sobre células LLC-MK2 nas concentrações testadas (Figura 8). 

Ademais, quando as células expostas ao procedimento de I/R foram tratadas com 

lisinopril, este não foi capaz de aumentar a viabilidade celular. Já o tratamento com 

losartana resultou em um acréscimo na viabilidade celular apenas na maior concentração 

(1 × 102 µM) (Figura 9). 
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Figura 8. Ensaio de viabilidade celular de redução do MTT mostrando a toxicidade de Losartana 

e Lisinopril sobre células renais LLC-MK2. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

Figura 9. Ensaio de viabilidade celular de redução do MTT mostrando a morte de células renais 

LLC-MK2 após isquemia/reperfusão e a recuperação após tratamento com Quercetina. 
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 Os resultados são mostrados como média ± SEM. p <0,05 comparado aos grupos de controle de 

veículo. Para análise estatística, foi utilizado ANOVA, seguido de pós-teste de Bonferroni, C- = Controle 

negativo; I/R = isquemia/reperfusão; *p<0,05 em relação ao grupo controle; #p<0,05 em relação ao grupo 

I/R. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5.2 Mensuração dos níveis de KIM-1 

 

Para a avaliação do dano específico nas células tubulares renais, foram mensurados os 

níveis de liberação de KIM-1 no sobrenadante da cultura celular. Na figura 11, é evidenciado que 

o protocolo I/R foi capaz de aumentar os níveis de KIM-1 em comparação ao grupo controle 

(140,5 ± 1,2 vs. 5,2 ± 0.1 ng/mg de proteína). Adicionalmente, losartana (120,2 ± 3,7 ng/mg de 

proteína) e quercetina (30,5 ± 0,7 ng/mg de proteína) se mostraram capazes de reduzir os danos 

celulares inerentes ao processo de I/R. Comparativamente, a quercetina apresentou resultados 

superiores, pois, na mesma concentração (100µg/mL), foi capaz de reduzir a liberação de KIM-1 

de maneira mais acentuada (Figura 10A).  

A fim de melhor compreender o efeito protetor de quercetina nas células tubulares LLC-

MK2, foi realizada a determinação de KIM-1 no homogenato de células tratadas com diferentes 

concentrações de quercetina. No homogenato, os níveis de KIM-1 após o procedimento de I/R 

foram elevados para 448,6 ± 25,9 ng/mg de proteína, enquanto o controle apresentou 10,6 ± 0,7 

ng/mg de proteína. No teste, a presença de quercetina foi capaz de reduzir a liberação de KIM-1 

em todas as concentrações testadas, especialmente em 200 µg/mL, apresentando o valor de 100.1 

± 3.1 ng/mg de proteína (Figura 10B). 
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Figura 10. Níveis de Molécula de Lesão Renal (KIM-1) no sobrenadante de células renais LLC-

MK2. 
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Os dados são expressos como média ± SEM. I/R = Isquemia/reperfusão. Os dados analisados por one-way 

ANOVA com pós-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs. I/R. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5.3 Avaliação do equilíbrio óxido-redutor em células LLC-MK2 

 

 A fim de avaliar a presença de ERO e os danos causados pelo estresse oxidativo 

nas células, os níveis de TBARS e GSH foram mensurados. Após o procedimento I/R, os 

níveis de TBARS apresentaram um aumento em comparação com o controle (28,6 ± 0,6 

vs. 15,5± 1,6 ng/mg de proteína), evidenciando a ocorrência da peroxidação lipídica no 

processo (Figura 11). O tratamento com quercetina (100 e 200 µg/mL) foi capaz de 

diminuir o acúmulo de TBARS. 

 Ademais, o protocolo I/R foi também capaz de estimular a oxidação da glutationa, 

diminuindo os níveis de GSH reduzida (12,5 ± 0,6 nmol/mg de proteína) em comparação 

ao controle (43,1 ± 1,2 nmol/mg de proteína). Em todas as concentrações, a quercetina 

foi capaz de aumentar os níveis de GSH, especialmente na concentração de 200 µg/mL 

(23,1 ± 0,8 nmol/mg de proteína) (Figura 12), sugerindo que a quercetina exerce um efeito 

antioxidante nas células LLC-MK2, aumentando as defesas antioxidantes das células e 

impedindo a oxidação de lipídios, especialmente os fosfolipídios de membrana. 
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Figura 11. Avaliação do estresse oxidativo através da medida das concentrações de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) em células renais LLC-MK2. 
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Os dados são expressos como média ± SEM. CT- = Controle negativo; CT+ = Controle positivo; I/R = 

isquemia/reperfusão. Os dados analisados por one-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. 

controle; #p<0,05 vs. I/R.  

Fonte: Elaborado pelo autor.  
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Figura 12. Avaliação do estresse oxidativo através da mensuração dos níveis de 

glutationa reduzida (GSH) em células renais LLC-MK2. 
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Os dados são expressos como média ± SEM. C- = Controle negativo; I/R = isquemia/reperfusão. Os dados 

analisados por one-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs. I/R. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.4 Ensaios de Citometria de Fluxo 

 

5.4.1 Avaliação do mecanismo de morte celular 

 

Com o objetivo de avaliar o mecanismo de morte celular envolvido no modelo de 

I/R, realizou-se o ensaio de citometria de fluxo com a marcação das células por 

7AAD/Anexina V-PE.  

Quando submetidas a I/R, as células mostraram marcação significativa por ambos 

os marcadores (7AAD+/Anx+), correspondendo a 23,4% dos eventos, comparados ao 

controle, sugerindo que o mecanismo de morte celular dessas células pode ter ocorrido 

por apoptose tardia, ou necrose secundária (Figura 13). Os gráficos de densidade 

comparativa são mostrados na figura 14. Nos grupos tratados, a quercetina foi capaz de 

reduzir a morte celular em todas as concentrações (200, 100 e 50 μg/mL), pela redução 



48 
 

 
 

da marcação pelos dois fluorocromos. Destacando-se a concentração de 200 μg/mL que 

reduziu a população duplo-marcada para 8,7% dos eventos. 

 

Figura 13. Representação do ensaio de avaliação da via de morte celular. As células necróticas 

foram marcadas por 7AAD (7-aminoactinomicina), enquanto as células apoptóticas foram 

marcadas por Anx (anexina V). 
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Os dados foram expressos em média da porcentagem de distribuição de eventos (células) ± SEM. I/R = 

isquemia/reperfusão; *p <0,05 vs. grupo controle; #p<0,05 vs. I/R. Para análise estatística, foi utilizado 

ANOVA, seguido de pós-teste de Bonferroni. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 14. Gráficos density plot representativos da densidade comparativa da avaliação 

da via de morte celular. As células necróticas foram marcadas por 7AAD (7-

aminoactinomicina), enquanto as células apoptóticas foram marcadas por anexina V.

 

(A) Grupo controle; (B) grupo Isquemia/Reperfusão (I/R); (C) células tratadas com Quercetina a 

200μg/mL; (D) células tratadas com Quercetina a 100μg/mL; (E) células tratadas com Quercetina a 

50μg/mL. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5.4.2 Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial 

 

 Situações de hipóxia, ou de acúmulo de espécies reativas de oxigênio como no 

procedimento de I/R, podem levar à disfunção mitocondrial, com alteração do potencial 

elétrico transmembrana, essencial para a respiração celular. Para isso, foi utilizado o 

marcador Rodamina 123. A figura 15 mostra os resultados em termos de intensidade de 

fluorescência relativa. É possível observar que, após I/R, as células apresentaram um 

decréscimo do potencial transmembrânico mitocondrial pela redução da intensidade de 

fluorescência, com aproximadamente 20% da intensidade mostrada no grupo controle. 

Após o tratamento com a quercetina, houve um aumento no Δψm, destacando-se a 

concentração de 200 μg/mL que foi capaz de elevar os valores para mais do que o dobro 

do controle. Histogramas representativos das populações celulares são mostrados nas 

Figuras 16.  

Figura 15. Análise do potencial transmembrânico mitocondrial em células renais LLC-

MK2 por citometria de fluxo através do ensaio utilizando a Rodamina 123. 
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Os dados são expressos como fluorescência relativa ao controle ± SEM. p <0,05. Os dados foram analisados 

por one-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs. I/R. I/R = 

Isquemia/reperfusão. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 16. Histograma representativo do ensaio com Rodamina 123, apresentando grupo 

tratado com Quercetina na concentração de 200 μg/mL (A), 100 μg/mL (B) e 50 μg/mL 

(C). 

 

 

 

Estão apresentados o grupo controle (linha preta), I/R (isquemia/reperfusão - linha vermelha) e tratado com 

Quercetina (linha verde). Os picos representam a contagem de eventos (células) que apresentam a 

respectiva fluorescência.  

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5.5 Ensaio de Docking molecular 

 

5.5.1 Inibição da enzima conversora de angiotensina (ECA) 

 

 Após a realização das simulações de docking molecular, foram obtidos os 

resultados referentes às regiões de interação, energias de afinidade e distâncias ajustadas 

pelo Root Mean Square Deviation (RMSD) da quercetina com a ECA e o receptor de 

Angiotensina AT1, bem como seus respectivos inibidores conhecidos: enalaprilate e 

losartana. 

Com o objetivo de avaliar a qualidade das interações como satisfatória, foram 

considerados resultados com maior entalpia de ligação; ou seja, uma energia de interação 

satisfatória seria aquela que resultaria em uma maior perda de energia. O valor de 

referência para uma energia de interação satisfatória é de -6,0 Kcal / mol. Já para o 

RMSD, valores <2,0 Å foram adotados como critérios de aceitação. 

Quando as simulações de docking molecular com a ECA foram realizadas, 

observou-se que a quercetina apresentou potencial para se ligar ao mesmo alvo que o 

enalaprilate e o lisinopril (Fig. 17 A-C), mas interagindo com diferentes aminoácidos. 

Assim, foi possível observar que as interações entre quercetina e enalaprilate ocorrem 

com a mesma energia de afinidade (-7,4 Kcal / mol), diferindo apenas nos valores de 

RMSD, em que a quercetina foi de 1,884 Å, enquanto o RMSD para o enalaprilate foi de 

1,078 Å, de acordo com a Tabela 1. 

 

Tabela 1. Energia de afinidade dos ligantes com a Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) 

Inibidor ΔG (Kcal/mol) RMSD (Å) 

Enalaprilate -7,4 1,078 

Quercetina -7,4 1,884 

Lisinopril (redock) -7,2 1,915 

Legenda: ΔG – Energia livre de Gibbs. RMSD – Desvio padrão quadrático da média.  

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Ao analisar as interações específicas dos compostos com os resíduos de 

aminoácidos, a quercetina demonstrou formar interações com ECA, principalmente 

ligações de hidrogênio fortes com histidina (HIS) 353 e 513, serina (SER) 355 e glutamato 

(GLU) 403, e interações hidrofóbicas com resíduo de fenilalanina (PHE) 391 (Tabela 2). 

Existem ainda outras interações em forma de pi-pi T com o resíduo de histidina 410 e 

uma pi-alquil com o resíduo de valina (VAL) 518, como mostrado nos mapas 2D na 

Figura 17 (D-E). 

 

Tabela 2. Tipos de interações e distância (Å) entre os ligantes e os resíduos de 

aminoácidos da Enzima Conversora de Angiotensina 

Resíduo 

de Aa 

Quercetina/ECA Enalaprilate/ECA 

Distância 

(Å) 
Tipo de interação 

Distância 

(Å) 
Tipo de interação 

ALA1 - - 3.70 Interação hidrofóbica 

HIS353 1.92 Ligação de hidrogênio - - 

SER355 3.67 Ligação de hidrogênio - - 

SER355 3.38 Ligação de hidrogênio - - 

TRP357 - - 3.68 Interação hidrofóbica 

TRP357 - - 3.92 Interação hidrofóbica 

TYR360 - - 3.89 Interação hidrofóbica 

PHE391 3.62 Interação hidrofóbica - - 

GLU403 2.38 Ligação de hidrogênio - - 

HIS513 2.44 Ligação de hidrogênio - - 

VAL518 - - 3.80 Interação hidrofóbica 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 3. Classificação das ligações de hidrogênio e distância (Å) entre os ligantes e os 

resíduos de aminoácidos da Enzima Conversora de Angiotensina. 

Resíduo 

de Aa 

Quercetina/ECA Enalaprilate/ECA 

Distância 

(Å) 

Classificação da 

ligação de hidrogênio 

Distância 

(Å) 

Classificação da ligação 

de hidrogênio 

HIS353 1.92 Forte - - 

SER355 3.67 Fraca - - 

SER355 3.38 Intermediária - - 

GLU403 2.38 Forte - - 

HIS513 2.44 Forte - - 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

O enalaprilate apresenta interações hidrofóbicas principalmente com resíduos de 

alanina (ALA) 1, triptofano (357), tirosina (TYR) 360 e valina (VAL) 518. Além disso, 

outras interações de atração de carga com resíduos de glutamato 384 e 411, empilhamento 

pi-pi com o resíduo de triptofano (357) e pi-alquil com os resíduos de alanina (ALA) 63 

e valina (VAL) 518 que não contribuem significativamente para a afinidade da molécula 

com o receptor, conforme Figura 18. 
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Figura 17. Representação da interação de ligantes com a Enzima de Conversão da 

Angiotensina (ECA) por docking molecular. (A) Enalaprilate; (B) Quercetina e (C) Lisinopril. 

Mapas 2-D que representam as interações de (D) Quercetina e (E) Enalaprilate com o ACE. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 

 



56 
 

 
 

Figura 18. Representação da interação de ligantes com o receptor de Angiotensina AT1 

por docking molecular. (A) Quercetina; (B) ZD7 e (C) Losartana. Mapas 2-D que 

representam as interações de (D) Losartan e (E) Quercetina com o ACE. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Analisando as energias das interações e os valores de RMSD conforme Tabela 4, 

a quercetina apresentou energia de afinidade satisfatória, assim como o losartan de -8,1 

Kcal / mol, indicando estabilidade na interação. Em comparação, o inibidor teórico ZD7 

apresentou uma energia superior, -10,4 Kcal / mol. Já para RMSD, a quercetina 

apresentou valor inferior em relação às demais (1,524 Å), indicando uma interação mais 

específica. 
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Tabela 4. Afinidade energética dos ligantes com o receptor de Angiotensina AT1. 

Inibidor ΔG (Kcal/mol) RMSD (Å) 

ZD7 (redock) -10,4 1,843 

Losartana -8,1 1,900 

Quercetina -8,1 1,524 

Legenda: ΔG – Energia livre de Gibbs. RMSD – Desvio padrão quadrático da média.  

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A Figura 18 (D-E) mostra os mapas 2-D representando o sítio de ligação da 

quercetina com a enzima, mostrando os principais resíduos envolvidos. A quercetina 

mostrou dois tipos principais de interação, a maioria das quais são ligações de hidrogênio 

fortes com resíduos de tirosina (TYR) 35; 87, arginina (ARG) 167, cisteína (CYS) 180 e 

aspartato (ASP) 281 e interações de empilhamento pi-pi com resíduos de triptofano (TRP) 

84 e tirosina (TYR) 92 (Tabela 5). 
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Tabela 5. Tipos de interação e distâncias (Å) entre os ligantes e os resíduos de 

aminoácidos do receptor AT1. 

Resíduo 

de Aa 

Quercetina/AT1 Losartana/AT1 

Distância 

(Å) 
Tipo de interação 

Distância 

(Å) 
Tipo de interação 

Tyr35 2.02 Ligação de Hidrogênio - - 

Trp84 - - 3.76 Interação hidrofóbica 

Trp84 - - 3.45 Interação hidrofóbica 

Trp84 - - 4.13 π-Stacking 

Trp84 4.07 π-Stacking 4.16 π-Stacking 

Tyr87 1.98 Ligação de Hidrogênio 3.63 Interação hidrofóbica 

Thr88 - - 2.50 Ligação de Hidrogênio 

Tyr92 4.06 π-Stacking 3.64 Interação hidrofóbica 

Tyr92 - - 3.86 Interação hidrofóbica 

Tyr92 - - 3.70 Interação hidrofóbica 

Val108 - - 3.51 Interação hidrofóbica 

Arg167 2.97 Ligação de Hidrogênio 5.07 π-Cátion 

Val179 - - 3.85 Interação hidrofóbica 

Cys180 2.40 Ligação de Hidrogênio - - 

Asp263 - - 3.41 Interação halogênica 

Asp281 2.19 Ligação de Hidrogênio - - 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 6. Classificação das ligações de hidrogênio e distância (Å) entre os ligantes e os 

resíduos de aminoácidos receptor AT1. 

Resíduo 

de Aa 

Quercetina/AT1 Losartana/AT1 

Distância 

(Å) 

Classificação da 

ligação de hidrogênio 

Distância 

(Å) 

Classificação da ligação 

de hidrogênio 

Tyr35 2.02 Forte - - 

Tyr87 1.98 Forte - - 

Arg167 2.97 Forte - - 

Cys180 2.40 Forte - - 

Asp281 2.19 Forte - - 

Thr88 - - 2.50 Forte 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6. Discussão   

  

O presente trabalho mostrou que a quercetina foi capaz de prevenir o dano 

oxidativo induzido em células renais tubulares após eventos isquêmicos, com aumento da 

viabilidade celular, diminuição da oxidação de lipídios e da glutationa, além de prevenir 

a morte celular após o procedimento de I/R. Esse potencial pode estar relacionado à 

capacidade de prevenir a morte celular, principalmente pela proteção às mitocôndrias 

contra a despolarização, dados corroborados pela redução do número de células marcadas 

com anexina V e 7AAD, indicando uma redução no processo de morte celular. Esses 

achados são importantes porque a isquemia diminui a oferta de oxigênio. Como o 

oxigênio é o aceptor final de elétrons na cadeia respiratória celular, a reperfusão, 

consequentemente, leva à formação de espécies reativas de oxigênio (ERO) e estresse 

oxidativo (MARTIN et al., 2019).  

A isquemia se caracteriza pela diminuição da oferta de oxigênio e substratos 

energéticos aos tecidos. Já a reperfusão, ou seja, a reposição da oxigenação tecidual deve 

acontecer em ambiente controlado, evitando o acúmulo de ERO e, até mesmo, danos aos 

lipídios celulares, ácidos nucléicos e proteínas funcionais e estruturais. Portanto, várias 

estratégias têm sido estudadas com o objetivo de promover uma reperfusão segura; as 

substâncias antioxidantes são os principais candidatos a esta abordagem farmacológica. 

Contudo, é necessário prevenir a formação de ERO e, posteriormente, os eventos diretos, 

bioquímicos e vasculares, a ela associados, ao invés de remover as ERO pré-formadas. 

Assim, os alvos enzimáticos extensamente estudados, a fim de estabelecer 

ferramentas nefroprotetoras (El-DESOUKY et al., 2019). 

Em consequência da I/R, a disfunção mitocondrial é um fenômeno chave que 

desempenha um papel essencial na progressão da lesão renal aguda, sendo considerada 

um evento inicial em diversas formas de injúria renal aguda, principalmente porque estas 

organelas são responsáveis por mais de 90% da produção energética por fosforilação 

oxidativa, respondendo aos estímulos com processos ordenados, incluindo as dinâmicas 

mitocondriais de fissão e fusão, além de mitofagia (BHATIA et al., 2020). 

Nesse contexto, o uso de substâncias antioxidantes, sobretudo as de origem 

natural, têm sido aplicadas amplamente na prevenção e reversão das disfunções celulares 

decorrentes de danos oxidativos. Flavonoides como a quercetina e outros compostos 
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fenólicos são amplamente utilizados na literatura como moléculas antioxidantes e, 

consequentemente, se destacam pelo potencial de proteção frente a danos oxidativos e 

inflamatórios. Em um estudo recente, foi demonstrado que o ácido gálico exibiu efeito 

protetor contra disfunção mitocondrial e inflamação no rim de ratos, levando a diminuição 

da formação mitocondrial de ERO, peroxidação lipídica, representada pelo TBARS, além 

do aumento de glutationa superóxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase, 

resultando na melhora do potencial mitocondrial transmembrânico e diminuição dos 

níveis de fator de necrose tumoral alpha (TNF-α) e interleucina 6 (IL-6) (DEHGHANI et 

al., 2020). 

 A Quercetina, especificamente, é uma molécula bastante estudada que, além de 

antioxidante, apresenta potencial preventivo contra lesões hemodinâmicas e 

cardiovasculares. Em pesquisas anteriores, foi demonstrado que a quercetina inibiu a 

disfunção endotelial e aterosclerose devido à inibição enzimática da NADPH oxidase e 

diminuição da expressão de siRNA de heme oxigenase-1 (LUO et al., 2020). Entre os 

eventos vasculares, a lesão direta às células tubulares e a consequente apoptose são 

eventos-chave das alterações fisiopatológicas que ocorrem na I/R. O estresse oxidativo 

desempenha papel fundamental no processo de apoptose renal. Estudos mostraram que, 

seja por moléculas de transdução de sinal ou por causar dano celular, as ERO podem 

ativar o processo de apoptose (PRIANTE et al., 2019). 

 Sabe-se que a Quercetina alivia a fibrose renal ao reduzir o processo de 

senescência das células tubulares epiteliais por inibição da mitofagia. Vários autores 

associam esses efeitos ao fato de compostos fenólicos, como os flavonoides poderem 

inibir a transição epitelial-mesenquimal, evitando a ocorrência de disfunções irreversíveis 

decorrentes do estabelecimento de lesão renal aguda (MONTES et al.,2018; VARGAS et 

al., 2018). Foi demonstrado anteriormente que a quercetina apresentou efeitos protetores 

contra a toxicidade oxidativa em células embrionárias de rim humano (HEK-293), 

prevenindo o estresse oxidativo (ABARIKWU et al., 2020). Portanto, é necessário 

encontrar ferramentas farmacológicas que permitam associar melhorias hemodinâmicas 

com efeitos protetores diretos sobre os túbulos renais, os tecidos mais afetados por lesões 

isquêmicas, com foco principal em alvos enzimáticos e eventos hemodinâmicos 

relacionados à hipóxia e estresse oxidativo. 

 De fato, a quercetina tem sido bastante estudada, principalmente devido à sua 

compatibilidade com receptores e transportadores biológicos animais, principalmente 
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humanos, interferindo no processo de estabelecimento de várias patologias. Por exemplo, 

este flavonóide demonstrou um potencial inibitório na transição epitelial para 

mesenquimal do sistema tubular renal estimulado por TGF-β1, um evento importante no 

estabelecimento da fibrose renal, indicando uma alternativa na prevenção de dano 

tecidual irreversível associado à lesão renal. Assim, esses eventos resultam na inibição da 

transcrição da caderina-E, que inibe os processos de proliferação e invasão associados à 

fibrose renal (LIU et al., 2019). 

 Esses fatos são relevantes porque a quercetina demonstrou potencial nefroprotetor 

em modelos de lesão renal obstrutiva. Essa proteção se deve ao seu potencial antioxidante 

e, consequentemente, antiinflamatório, atuando de forma imunomoduladora. Por 

exemplo, a quercetina demonstrou melhorar os danos renais tubulointersticiais ao 

modular a polarização dos macrófagos M1 / M2, além de reduzir os níveis de iNOS e IL-

12. Evidências indicam que o mecanismo farmacológico envolvido nessa cascata de 

eventos envolve mudanças significativas na tradução de proteínas, uma vez que os efeitos 

da quercetina foram associados a atividades reguladas negativamente do NF-κB p65 (XU 

et al., 2017). 

 Nesse sentido, no presente trabalho, a quercetina foi capaz de diminuir a liberação 

de KIM-1 para o sobrenadante celular. KIM-1 é uma proteína transmembrana presente 

nas células tubulares proximais, que é clivada por metaloproteinases após lesão. O 

ectodomínio é detectável na urina, enquanto o domínio transmembrana atua como um 

receptor de fosfatidilserina, sinalizando morte celular, promovendo fagocitose de corpos 

apoptóticos e lipídios oxidados. Trabalhos anteriores mostraram que a quercetina 

diminuiu a nefrotoxicidade induzida por HgCl₂ em ratos Sprague-Dawley, diminuindo o 

KIM-1 urinário e o inibidor tecidual das metaloproteinases 1 (TIMP-1). A quercetina 

também reduziu a ativação vascular, diminuindo o fator de crescimento endotelial 

vascular urinário (VEGF); e inibiu a fagocitose, diminuindo a proteína quimiotática de 

monócitos (MCP-1)  na urina (SHIN et al., 2015). 

 Em estudo experimental realizado em ratos Wistar, foi observado que a quercetina 

reduziu a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina devido aos seus efeitos antioxidantes, 

vasculares, antiinflamatórios e antiapoptóticos. Os níveis de caspase-3 clivada no tecido 

renal foram reduzidos após o tratamento com quercetina, todos associados à inibição da 

ativação do NF-κB, inibição da apoptose e consequente redução dos níveis de TNF-α, 

iNOS e inibição da infiltração de neutrófilos no tecido renal. Ademais, esses efeitos são 
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teciduais e hemodinâmicos, pois a quercetina também tem potencial para aumentar o 

fluxo sanguíneo cortical, melhorando a perfusão nos néfrons (SÁNCHEZ-GONZÁLEZ 

et al., 2017). É um desafio constante retardar a progressão da fibrose renal e manter a 

funcionalidade do tecido, principalmente no caso de células epiteliais tubulares. Um 

estudo in vitro mostrou que a quercetina alivia a fibrose renal ao reduzir a senescência 

induzida por angiotensina II em células epiteliais tubulares renais. Essas conclusões 

foram associadas à inibição da fragmentação, acúmulo de massa mitocondrial e à 

modulação da mitofagia, um processo autofágico da mitocôndria (CHEN et al., 2018). 

 Assim, ao observar uma cascata de eventos celulares envolvidos com o potencial 

nefroprotetor da quercetina, uma perspectiva promissora é traçada, uma vez que 

especialistas na área de nefroproteção farmacológica descrevem que substâncias 

antioxidantes de origem natural são candidatas a estudos experimentais e até clínicos. No 

entanto, resultados consistentes foram obtidos quando substâncias com um potencial 

inibidor de enzima ou antagonistas de vias bioquímicas que geram estresse oxidativo 

foram usadas. Substâncias antioxidantes do tipo “scavenger”, que reduzem as espécies 

reativas pré-formadas, ao invés de inibir sua formação, geralmente não geram efeito 

protetor significativo ou causam repercussões crônicas (SAMPAIO et al., 2016). 

 No estudo atual, os efeitos nefroprotetores da quercetina foram comparados ao 

lisinopril e à losartana, inibidores do sistema renina-angiotensina (SRAA). O lisinopril, 

inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), não apresentou efeito protetor 

contra I/R induzida no modelo utilizado. Adicionalmente, a losartana, um antagonista do 

receptor da angiotensina (ARA), apresentou efeito moderado quando comparado à 

quercetina. Um estudo mostrou que o irbesartan, um bloqueador do receptor da 

angiotensina (AT1), reduziu a inflamação intestinal e o acúmulo de ERO induzido pelo 

estresse em camundongos via sinalização de AT1 e mecanismo dependente de ECA em 

camundongos. Sabe-se que a inibição do receptor AT1 sobrecarrega a enzima conversora 

de angiotensina (ECA), que ativa a via antioxidante e antiinflamatória da Angiotensina 

(1-7), corroborando com os achados deste trabalho (YISIREYILI et al., 2018). 

Diversas substâncias antioxidantes já foram descritas como inibidoras da ECA. 

Esta enzima está relacionada com a função renal por coordenar a homeostase de água, 

eletrólitos e demais funções tubulares. No presente trabalho, a quercetina se mostrou mais 

efetiva em interagir com o receptor AT1 em comparação com a possível interação com a 

ECA. Este achado é interessante pois, ao possivelmente bloquear o eixo SRAA em sua 
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última etapa, reações adjacentes que possam ativar o eixo são neutralizadas 

(MARUNAKA et al., 2017) 

 Nesse contexto, o presente trabalho utilizou simulações de docking molecular para 

correlacionar o potencial antioxidante da quercetina com seu possível efeito protetor nas 

células epiteliais tubulares renais. De acordo com as propriedades termodinâmicas das 

interações, observou-se que a quercetina tem potencial para interagir com o receptor AT1 

da angiotensina com maior afinidade, apresentando uma ligação estável caracterizada por 

uma entalpia de -8,1 Kcal/mol. De fato, essa interação ocorre por meio da formação de 

cinco ligações de hidrogênio de forte intensidade, além de atrações não covalentes entre 

anéis aromáticos π-π que empilham, o que promove o empilhamento de estruturas 

moleculares e, consequentemente, maior estabilidade para a interação. 

Comparativamente, a simulação de interação com o receptor AT1 não apresentou 

interações hidrofóbicas, ao contrário do que ocorreu com a ECA, indicando possíveis 

interações de menor estabilidade entre essas enzimas. 

 Os dados da literatura indicam um possível efeito farmacológico da quercetina no 

eixo renina-angiotensina-aldosterona, gerando um efeito protetor. Foi observado que a 

quercetina atenua a deposição de ferro induzida pelo etanol e o consequente dano ao 

miocárdio causado pelo alcoolismo, regulando a voltagem dos canais de Ca2 + tipo L 

dependentes da angiotensina com efeitos comparáveis aos da nifedipina, um inibidor dos 

canais de Ca2 +, ou losartana, um ARA (GUO et al., 2018). 

 Adicionalmente, foi também demonstrado que o excesso de angiotensina II 

intracelular induz apoptose pela via mitocondrial em uma variedade de células, incluindo 

células endoteliais e epiteliais. Um estudo realizado com células endoteliais da veia 

umbilical humana demonstrou que a Quercetina inibe a apoptose induzida pela 

angiotensina II através da via mitocondrial de forma concentrada e dependente do tempo. 

Além disso, a perda do potencial de membrana mitocondrial, a regulação positiva de 

citocromo C e Bax, a regulação negativa do Bcl-2 e a ativação de caspase-9 e caspase-3 

causada pela angiotensina II também foram recuperadas após o tratamento com 

quercetina (LU et al., 2016). 

 Assim, existem estudos suficientemente consistentes para afirmar que a quercetina 

melhora o desequilíbrio redox, especialmente com o envolvimento da angiotensina II. 

Dados da literatura demonstram que a quercetina tem efeito hipotensor, cardioprotetor e 
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nefroprotetor associado à redução da transcrição do mRNA para NADPH-oxidase e, 

posteriormente, aos níveis de óxido nítrico e superóxido induzidos pela angiotensina II 

(JONES et al., 2016). 

 Esses achados são compatíveis com o fato de que flavonóides como a quercetina 

exercem modulação de genes apoptóticos e inflamatórios e, consequentemente, 

antagonismo da angiotensina II. Modelos de obstrução uretral justificam essas afirmações 

ao observar que a quercetina inibe a expressão da proteína quimiotática de monócitos 

(MCP-1), assim como enalaprilate e losartana. No entanto, a expressão do gene do 

receptor de superfície Fas é inibida pela quercetina, mas não pelo enalaprilate ou 

losartana, indicando um potencial antiapoptótico da quercetina (JONES et al., 2000). 

Bem como observado em nossa análisde por citometria de fluxo. Onde a quercetina, em 

diversas concentrações, foi capaz de diminuir a marcação por annexina V.  

 A associação de estudos in sílico com modelos experimentais práticos pode ajudar 

a entender melhor os mecanismos envolvidos nos efeitos benéficos já descritos para a 

quercetina. Os resultados deste estudo indicam o envolvimento do possível bloqueio do 

eixo renina-angiotensina-aldosterona na nefroproteção e efeito antioxidante associado à 

quercetina. Sobre o tema, um estudo realizado por meio de tratamento crônico com 

quercetina demonstrou que esse flavonóide não inibe a atividade da enzima conversora 

de angiotensina in vivo ou in vitro, apesar de apresentar efeito hipotensor mesmo após a 

administração de angiotensina I e II, indicando que a inibição poderia ocorrer por outra 

via do eixo (NETO-NEVES et al., 2010). Assim, tais achados reforçam a hipótese de que 

a quercetina tem efeitos moduladores nos receptores AT1 e consequente sinalização 

cálcio-dependente, corroborando os achados do presente estudo. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 Nesse estudo, a quercetina apresentou efeito protetor sobre células renais LLC-

MK2 submetidas ao processo de isquemia e reoxigenação, inibindo o estresse oxidativo 

celular a nível mitocondrial e reduzindo a morte celular com envolvimento do sistema 

Renina-Angiotensina-Aldosterona, por meio do bloqueio dos receptores AT1. Assim, 

estudos mais específicos devem ser realizados para aprimorar as abordagens nesta 

questão. 
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