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RESUMO

EFEITO NEFROPROTETOR DO OLEO ESSENCIAL DE LIPPIA ALBA
(MILL.) N.E. BROWN (ERVA-CIDREIRA) QUIMIOTIPO Il EM MODELOS
DE ISQUEMIA E REPERFUSAO
A Isquemia e Reperfusdo (I/R) é um dos principais fatores desencadeantes da Lesdo
Renal Aguda (LRA), tal processo leva a formacao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) que causam estresse oxidativo celular. Substancias naturais antioxidantes sdo
amplamente pesquisadas para tratar esse tipo de injaria por I/R, dentre elas os dleos
essenciais, como o da Lippia alba (erva-cidreira), que produz 6leo essencial rico em
substancias antioxidantes, como citral e limoneno. Assim, esse estudo tem como
objetivo analisar o possivel efeito nefroprotetor do dleo essencial de Lippia alba na
LRA em modelos de Isquemia/Reperfusdo (I/R). Para isso, ratos Wistar machos (~200-
250g) foram submetidos & nefrectomia direita e clampeamento da artéria renal esquerda,
sendo estabelecida a injuria renal. A seguir, foi realizada a cirurgia em animais, que
receberam o Gleo essencial de Lippia alba (200mg/kg- intraperitonial). Foram coletadas
amostras de sangue, urina e tecido renal para avaliages bioguimicas (creatinina, ureia,
acido urico, clearance de creatinina, proteintria e microalbumindria) e analises
antioxidantes (MDA e GSH). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Federal do Ceard (n° 110/2017). Além disso, realizou-se um
modelo in vitro de I/R, utilizando linhagens de células tubulares renais LLC-MK2 e
HK-2 para anélise de viabilidade celular por reducdo do MTT, bem como avaliacdo das
alteracOes ultraestruturais das células por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
Os dados foram expressos como média *+ erro padrdo da média e como critério de
significancia foi aceito p<0,05. O 6leo essencial de Lippia alba apresentou a capacidade
de protecdo renal no experimento in vivo, reduzindo os valores de creatinina, ureia,
acido drico e aumentando o clearance de creatinina nos grupos tratados, bem como
reduzindo o estresse oxidativo. No ensaio in vitro, o 6leo foi capaz de reverter a lesdo
por I/R. Com isso, foi observado que o 6leo essencial de Lippia alba se apresentou
como uma substancia promissora na prevenc¢do ou reducdo da lesédo renal aguda, visto
que, atraves de possiveis mecanismos antioxidantes levou a nefroprotecdo nos modelos

de I/R.

PALAVRAS-CHAVES: Lesao Renal Aguda; Isquemia; Reperfusdo; Lippia



ABSTRACT

NEPHROPROTETIC EFFECT OF ESSENTIAL OIL OF LIPPIA ALBA (MILL.)
N.E. BROWN (LEMONGRASS) CHEMICAL Il IN ISCHEMIA AND
REPERFUSION MODELS

Ischemia and Reperfusion (I/R) is one of the main triggering factors for acute renal
injury (AKI). This process leads to the formation of reactive oxygen species (ROS) that
cause cellular oxidative stress. Natural antioxidant substances are widely researched to
treat this type of I/R injury, including essential oils such as Lippia alba (lemon balm),
which produces essential oil rich in antioxidants such as citral and limonene. Thus, this
study aims to analyze the possible nephroprotective effect of Lippia alba essential oil on
AKI in Ischemia and Reperfusion (I/R) models. For this, male Wistar rats (~ 200-2509)
were submitted to right nephrectomy and clamping of the left renal artery, and renal
injury was established. Next, the surgery was performed on animals, which received the
essential oil of Lippia alba (200mg/kg- intraperitoneal). Blood, urine and renal tissue
samples were collected for biochemical evaluations (creatinine, urea, uric acid,
creatinine clearance, proteinuria and microalbuminuria) and antioxidant analyzes (MDA
and GSH). The study was approved by the Animal Research Ethics Committee of the
Federal University of Ceard (n°® 110/2017). In addition, an in vitro I/R model was
performed using LLC-MK2 and HK-2 renal tubule cell lines for cell viability analysis
by MTT reduction, as well as evaluation of cell ultrastructural changes by Electron
Microscopy Scanning (SEM). Data were expressed as mean * standard error of the
mean and as significance criterion was accepted p <0.05. Lippia alba essential oil
presented the renal protection capacity in the in vivo experiment, reducing creatinine,
urea, uric acid and increasing creatinine clearance in the treated groups, as well as
reducing oxidative stress. In the in vitro assay, the oil was able to reverse the injury by
I/R. With this, it was observed that the essential oil of Lippia alba presented as a
promising substance in the prevention or reduction of acute renal injury, since, through

possible antioxidant mechanisms led to nephroprotection in the I/R models.

KEYWORDS: Acute Renal Injury; Ischemia; Reperfusion; Lippia.
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1 INTRODUCAO
1.1  Lesdo Renal Aguda

A Lesdo Renal Aguda (LRA) ocorre devido a perda rédpida da funcdo
excretora do rim, sendo caracterizada pelo acuimulo de produtos do metabolismo do
nitrogénio (uréia e creatinina) e/ou pela reducéo da producdo de urina, bem como pelo
acumulo de &cidos metabolicos e aumento das concentracdes de potéssio e fosfato
(BELLOMO; KELLUM; RONCO, 2012). Além disso, ha alteracdo na regulacdo do
volume de fluidos extracelulares, da concentracao de substancias osmoticamente ativas,
do pH plasmaético e da excre¢do de produtos indesejados do metabolismo e catabolismo
hormonal, podendo haver, também, a desregulacdo da pressdo sanguinea, e dos
eletrélitos (MURUGAN, 2011).

Essa disfuncdo renal acomete um a cada cinco pacientes admitidos em
emergéncias de hospitais. Estudos envolvendo internacdes hospitalares mostram que
cerca de 20% da mortalidade nos hospitais é proveniente LRA e que essa taxa chega a
ser de 50% em pacientes de unidades de terapia intensiva (KAM TAO LI;
BURDMANN; MEHTA, 2013). Sendo assim, estima-se que cerca de 2 milhdes de
pessoas morrem de les&o renal aguda por ano (KANAGASUNDARAM, 2015).

A LRA pode ser dividida em trés categorias: pré-renal, renal e pds-renal.
Sendo que cada uma delas é responsavel por diferentes mecanismos de disfuncéo renal.
A LRA pré-renal é considerada comum em pacientes internados em hospitais e, em
particular, em pacientes criticamente enfermos. Tal lesdo ocorre quando héa
hipoperfusdo renal leve a moderada, ndo havendo defeitos estruturais nos rins
(BELLOMO; KELLUM; RONCO, 2012); NUNES et al 2010). Essa redugdo na
perfusdo sanguinea é causada por diversos fatores, como hipotensdao arterial,
hipovolemia aguda, nos casos de diarreias, hemorragias e queimaduras, além disso, o
uso de alguns medicamentos, como anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) podem
levar a lesdo aguda pré-renal (YU et al. 2007; NUNES et al. 2010).

A LRA renal ocorre quando se tem uma manutencdo da situacdo de
hipoperfusdo renal, o que pode levar a necrose tubular aguda (NTA). Além disso, pode
ser classificada em causas glomerulares (glomerulonefrites), vasculares (crise renal de
escleroderme) e tabulo-intersticiais, sendo a categoria mais comum de lesdo (YU et
al.2007; BELLOMO; KELLUM; RONCO, 2012; KANAGASUNDARAM, 2015).
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Por fim, tem-se a LRA pds-renal que apresenta menor prevaléncia entre o0s
trés tipos descritos e exige a ocorréncia de obstrucdo com repercussédo renal bilateral, ou
unilateral com rim Gnico, como ocorre na obstrucdo uretral, do colo vesical, ureteral
bilateral ou unilateral em rim Unico. Tal processo de lesdo é reversivel se houver a
desobstrucéo precoce das vias urinarias (NUNES et al. 2010; KELLUM et al. 2008).

O processo de isquemia e reperfusdo (I/R) contribui para a morbidade e
mortalidade em indmeras patologias, incluindo infarto agudo do miocardio, acidente
vascular cerebral isquémico, lesdo renal aguda, trauma, parada circulatdria, doenca
falciforme e apnéia do sono (ELTZSCHIG; ECKLE, 2011). Tal mecanismo ocorre
quando h& diminuicdo ou suspensdo do fluxo sanguineo com reducdo ou auséncia da
oferta de oxigénio, que levara a um desequilibrio na oferta e demanda metabélica dentro
do o6rgdo, acarretando em acumulo de metabdlitos e hipdxia tecidual. A restauracdo do
fluxo sanguineo para um tecido isquémico, processo chamado de reperfusdo, é
responsavel pelas principais lesdes nas células dos 6rgdos isquemiados, visto que a
reintroducdo do sangue oxigenado nos tecidos isquémicos pode levar a danos teciduais
mais intensos que aqueles provocados pela isquemia (SHIMO et al. 2011; HARRIS et
al. 2015).

O tempo de isquemia e a intensidade da reoxigenacdo determinam o grau de
lesdo, comprometendo, principalmente, os fosfolipidios da membrana celular
(YAMAKI et al. 2012; BUSSMANN et al. 2014). O mecanismo de morte celular
durante a I/R pode ocorrer pela ativagdo de diversas vias, como necrose, apoptose ou
morte celular associada a autofagia (HOTCHKISS et al., 2009).

A I/R é um dos principais fatores desencadeantes da LRA e envolve
mecanismos como inflamacdo, danos vasculares e morte celular programada. Assim,
apesar dos avancos clinicos e terapéuticos no ambito da LRA, observa-se a necessidade
da descoberta de novas alternativas farmacolégicas capazes de diminuir os efeitos da
Sindrome de Isquemia e Reperfusdo, que é gerada pelo estabelecimento de estresse
oxidativo no tecido, devido ao acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs). (HU
etal., 2017); YAMAKI et al. 2012).

1.2 Estresse Oxidativo
O estresse oxidativo estid relacionado a uma condi¢do bioquimica do
organismo, onde ha producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem ser

produzidas devido a causas exoOgenas ou enddgenas. Quando a geracdo de EROs
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ultrapassa a capacidade antioxidante da célula, instala-se o processo de estresse
oxidativo (PRADO, 2012). Esse mecanismo, que se da pelo desequilibrio entre a
producdo de radicais livres e a defesa enddgena antioxidante, é considerado como fator
determinante para a iniciacdo e progressdo da injdria renal, visto que causa alteracdes
membranares irreversiveis na célula, podendo alterar também proteinas e DNA
(HALIWELL, 2007; KALANTARI et al. 2018).

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas devido ao fato de
possuirem elétrons desemparelhados na sua ultima camada. A presenca desses
compostos reativos podera levar a dano celular grave devido ao processo de estresse
oxidativo. Porém, em alguns casos, a presenca de radicais livres se torna benéfica,
como, por exemplo, na cascata de sinalizacdo celular e nas mudancas dos padrbes de
expressao génica (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997; YAHYAPOUR et al.,
2018).

A lesdo por isquemia e reperfusdo esta intimamente ligada a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Durante a isquemia, devido a privacdo de
oxigénio, a molécula de adenosina trifosfato (ATP) é degradada em adenosina difosfato
(ADP) e adenosina monofosfato (AMP), ao longo do tempo do processo o AMP ¢é
metabolizado em nucleotideos como, adenosina e em hipoxantina. A xantina
desidrogenase se converte em xantina oxidase devido a presenca de calcio intracelular
produzido na isquemia. A seguir, temos o processo de reperfusdo, que leva a conversao
da hipoxantina em xantina pela acdo enzimética da xantina oxidase, gerando EROs,
como anions superoxido, radicais hidroxila e peroxido de hidrogénio (Figura 1)
(KIETZMANN et al. 2000; DEVARAJAN, 2006; BUSSMANN et al. 2014).
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Figura 1: Mecanismo de estresse oxidativo por Isquemia e Reperfusao

Fonte: Castro & Silva Jr. et al. (2002).

A LRA ocorre devido as alteracdes causadas por espécies reativas de
oxigénio nas células tubulares renais por processos de oxidacdo protéica, peroxidacao
lipidica, danos ao DNA e inducdo de morte celular programada (BUSSMAN et al.
2014).

A LRA isquémica provoca uma série de mudancas, principalmente,
tubulares. Essas alteracbes envolvem morfologia, hemodindmica, metabolismo e
estrutura das células tubulares, processos inflamatérios e outros, que levam a danos
severos as células renais (DEVARAJAN, 2006).

O organismo possui agentes antioxidantes enddgenos, que agem como
protetores aos danos causados pelo estresse oxidativo e producdo de radicais livres.
Essas defesas podem ser classificadas em sistemas enzimaticos, envolvendo enzimas
como a glutationa peroxidase, superoxido dismutase e catalase, e sistemas nao
enzimaticos, como glutationa reduzida, peptideos de histidina, bilirrubina e outros.
Além disso, existem, ainda, antioxidantes exdgenos, como vitamina C (acido ascorbico)
e vitamina E, p-carotenos, flavonoides, polifenois, taninos e outros, obtidos atraves da
alimentacdo (BIANCHI & ANTUNES, 1999; SIES, 2015).

Substancias naturais antioxidantes sao amplamente pesquisadas para tratar
lesdo por isquemia e reperfusdo causadas por estresse oxidativo. Estudos mostram

atividades comprovadas de moléculas isoladas de 6leos essenciais, como camomila e,
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até mesmo, extratos oriundos de plantas, tal como o propdlis, utilizadas como
ferramentas para melhorar ou reverter esse tipo de lesdo (DA COSTA et al., 2015;
SAMPAIO et al., 2016). Assim, observa-se a importancia de se estudar os Oleos
essenciais oriundos de plantas nativas do Brasil, visto que 0S mesmos ja possuem

atividade antioxidante previamente descritas.

1.3 Oleos essenciais.

Os 6leos essenciais séo componentes volateis extraidos de diversas partes de
plantas, como folhas, cascas, sementes e fruto e que podem conter de 20 a 60
componentes em concentragdes variadas. Seu uso é datado hd milénios na literatura
antiga. Sao caracterizados, principalmente, por possuirem um odor caracteristico, que
varia de acordo com os tipos e quantidades dos constituintes de cada 6leo. Esses
compostos podem ser extraidos de diversas maneiras, sendo a escolha do método de
extracdo baseada na parte da planta utilizada. A extragdo deve ser um procedimento
cauteloso, visto que deve preservar as caracteristicas farmacologicas, organolépticas e
quimicas dos 6leos essenciais (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014); (BAKKALI
et al., 2008).

A utilizacdo de 6leos essenciais € bastante ampla, tais compostos sdo usados
na industria cosmética, farmacéutica e alimenticia. Na &rea de cosmeéticos, os 0leos
essenciais sao empregados, principalmente, como fragrancias e fixadores de fragrancias.
Suas atividades antimicrobianas e antioxidantes levam a sua aplicacdo na area de
alimentos, além do uso como flavorizantes em preparacGes como sucos. Na industria
farmacéutica  sdo  utilizados como  coadjuvantes em  medicamentos.
(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014; SILVA et al.2006).

Dentre as diversas atividades desempenhadas pelos Oleos essenciais, a
antioxidante se destaca, visto que tem importancia significativa nas func@es bioldgicas
apresentadas por essas substancias, que sdo ricas em fenois, moléculas que atuam como
antioxidantes em compostos organicos através da alta reatividade com radicais
peroxidos (AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013).

Os componentes dos Oleos essenciais podem ser classificados em dois
principais grupos: terpenoides e fenilpropanoides (AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI,
2013). Os terpenos s@o um grupo de compostos que desempenha papel importante na
fisiologia vegetal, regulando o desenvolvimento e o crescimento das plantas
(SCHNERMANN; SHENVI, 2015). Além disso, apresentam fung¢es hormonais em
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animais, sendo chamados de fitoesterdis. Em frutos, folhas e legumes conferem odores e
cores especificas de cada tipo de terpeno. Sdo formados por unidades de isopreno, sendo
divididos em monoterpenos, sesquiterpenos ou diterpenos (NIEDERBACHER;
WINKLER; SCHNITZLER, 2015);

Os monoterpenos (C10) sdo formados a partir de duas unidades de isopreno
(Figura 2), que séo as unidades de formac&o de terpenos, presentes em 90% dos 6leos
essenciais existentes na natureza. Tais compostos possuem estruturas volateis e
lipofilicas, o que os permite alta penetracdo na membrana plasmatica, visto que sao
apolares (OZ et al., 2015). Estudos mostram que esses terpenos apresentam diversas
atividades terapéuticas, como antibacteriana, antifingica, anti-hipertensiva, anti-
inflamatdria, antioxidante e outras. Sao muitos os exemplos de monoterpenos existentes
em Oleos essenciais, dentre eles tem-se geranial (cis citral), neral (trans citral),
citronelol e outros. Ja os sesquiterpenos sdo formados por trés moléculas de isoprenos,
totalizando quinze carbonos em suas estruturas (BARRETO et al., 2014; MENEZES et
al., 2010; XIA et al., 2013).

Figura 2: Estrutura basica do Isopreno
I
H;C—C— c|:: CH,

H
Fonte: Bakkali et al. (2008).

Esses componentes dos Oleos essenciais tém sido caracterizados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrofotdmetro de massas (CG-EM). Essa
metodologia auxilia, tanto qualitativamente como quantitativamente, na caracterizacao

dos diferentes quimiotipos de algumas espécies.

1.3.1 Analise do 6leo essencial por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro
de Massas (CG-EM)

A cromatografia gasosa consiste em uma técnica cromatografica que tem
como principio a diferenga de distribuicdo de substancias de uma mistura entre duas
fases ndo misciveis. Essas fases sdo denominadas: fase mével e fase estacionaria. A fase

movel é constituida por um gas, o qual se move através de uma coluna, onde esta
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contida a fase estacionaria. O processo se da através do arraste dos constituintes da
substancia pelo gas para dentro da coluna, a partir dai o constituinte apresentara um
tempo de retencdo maior ou menor, devido a sorcdo ou dessor¢do sobre a fase
estacionaria. A principal aplicacdo desse método é na identificacdo, determinacédo
quantitativa de substancias e teste de pureza de substancias diversas (BRASIL, 2010).

O espectrometro de massas tem se tornado um componente essencial na
descoberta e estudo de novas drogas (BU et al., 2014). Tal aparelho é constituido,
geralmente, por trés componentes principais: uma fonte de ions, um analisador de
massas e um detector. A fonte de ions é responsavel pela ionizacdo do analito, que sera
contado no detector. J& o analisador de massas é o0 responsavel pela determinagdo da
relacdo massa/carga das particulas de ions, sendo, portanto, o analisador o componente
essencial para a avaliacdo da massa das substancias analisadas (HAAG, 2016).

A andlise do dleo essencial foi realizada por CG-EM acoplado a um
analisador de dados informatizado. Os constituintes foram identificados utilizando-se
indices Kowats como pré-selecdo e interpretacdo dos respectivos espectros de massas.
As confirmacgdes foram feitas por meio de comparacdo visual dos registros das

fragmentagOes (m/z) com padrdes da literatura.

1.3.2 Lippia alba (Mill.) N.E.Brown

A Lippia alba (Figura 3) é uma planta pertencente a familia
Verbenaceae, caracterizada por possuir mais de 2800 espécies existentes em paises de
clima tropical e subtropical. No Brasil ha grande diversidade em espécies do género
Lippia totalizando cerca de 120 espécies, onde a Lippia alba é popularmente conhecida
como erva-cidreira, podendo também ser chamada de alecrim selvagem, falsa melissa,
salva liméo e outros (BARROSO, 1991; STASHENKO et al., 2013).

O Oleo essencial da cidreira possui diversas propriedades farmacoldgicas
comprovadas, dentre elas: antioxidante, analgésicas e anti-inflamatorias,
antibacterianas, ansioliticas, antiespasméticas e outras (BLANCO et al., 2013; DE
SOUZA et al., 2017; TONI et al., 2015). Dentro da medicina popular, essa planta é
bastante utilizada, estudos mostram que, em estados brasileiros, a Lippia alba foi a
sétima espécie mais utilizada por curandeiros e usuarios de plantas medicinais, que

afirmavam utiliza-la, na forma de infusdo, para hipertensdo, problemas digestivos,
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nausea, para curar feridas e como xarope contra tosse e bronquite (HENNEBELLE et
al. 2008).

Essa espécie vegetal possui uma grande variedade de quimiotipos
difundidos pelo mundo, porém no Brasil, especificamente, no Nordeste foram
caracterizados trés principais quimiotipos da planta, através de estudos realizados por
Matos et al. (1996), onde foram demonstradas propriedades quimicas, farmacogndsticas
e farmacologicas dessas cidreiras (HENNEBELLE et al., 2008; VALE et al., 1999).

Figura 3 - Lippia alba (Mill.) N.E.Brown (Verbenaceae)

Fonte: Teixeira (2015)

A classificacdo dos quimiotipos de Lippia alba estd relacionada,
principalmente, com as varia¢Ges quimicas na composicao de seus 0leos essenciais, que
podem ser atribuidas aos fatores ambientais, como clima, solo e até mesmo época de
colheita das plantas. Essa divisdo é dada de acordo com os componentes quimicos
majoritarios de cada quimiotipo. No Ceara, observa-se a existéncia de trés principais
quimiotipos da erva cidreira: quimiotipo I, que possui Oleo essencial com elevados
teores de mirceno e citral; quimiotipo Il, com altas quantidades de limoneno e citral e,
por fim, quimiotipo 11, rico em limoneno, carvona e com auséncia de citral (MATOS
etal. 1996; SANTOS et al. 2016; DA COSTA et al. 2015; SILVA et al. 2006).

O quimiotipo Il possui 6leo essencial rico em limoneno e citral (TAVARES,;
MOMENTE; NASCIMENTO, 2011; VALE et al., 1999). O citral (3,7-dimetil-2,6-
octadienal) é o componente majoritario do oleo essencial de Lippia alba quimiotipo 11,
sendo responsavel por, aproximadamente, 63% da composi¢cdo dessa substancia. O
limoneno (1-metil-4-(prop-1-en-2-il)ciclohex-1-eno) (Figura 4) € um monoterpeno
também presente no 6Oleo essencial de Lippia alba quimiotipo Il, que confere odor

caracteristico a esses 0leos. Além disso, estudos mostraram que o limoneno possui



25

atividades antitumoral, antibiotica e antiprotozoaria (ARRUDA et al., 2009; XIA et al.,
2013).

A molécula do citral é composta por dois aldeidos monoterpénicos
isomeéricos, denominados trans-geranial (Figura 5a) e cis-neral (Figura 5b)
(DANGKONG; LIMPANASITHIKUL, 2015). Diversos estudos foram documentados,
utilizando 6leos essenciais contendo citral, mostrando que esse composto apresenta
atividade anti-inflamatoria, anticancer, antimicrobiana, antioxidante e efeito
renoprotetor em glomeruloesclerose (YANG et al 2013 ;DANGKONG;
LIMPANASITHIKUL, 2015). Estudos demonstraram, ainda, que 6leos essenciais,
contendo altas concentracbes de neral e geranial foram capazes de reduzir,
satisfatoriamente, a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), quando
comparados com antioxidantes, como acido ascérbico e BHT (EHSANI et al.2017).

Figura 4 — Estrutura molecular do limoneno.

imoneno

Fonte: Mardstica (2007)
Figura 5- Moléculas de isdmeros de citral: 5a (trans-geranial) e 5b (cis-neral).

|
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CHO

Fonte: Furlan et al., (2010)
Assim, observando as caracteristicas farmacologicas ja apresentadas na

literatura pela Lippia alba quimiotipo Il e seus componentes, pretende-se avaliar a
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atividade nefroprotetora do seu 6leo essencial contra lesdo renal aguda causada por
processos de isquemia e reperfuséo (I/R).

2. JUSTIFICATIVA

A I/R é um fendbmeno complexo, que contribui para a mortalidade e
morbidade, assim como é um fator predisponente para o estabelecimento da LRA, a
qual é uma das disfungdes organicas mais comuns (HARRIS et al., 2015). A injuria por
I/R é o principal fator etioldgico da LRA (YAMAKI et al. 2012). Os antioxidantes s&o
substancias que retardam ou inibem a oxidacdo de um substrato de maneira eficaz,
sendo considerados agentes responsaveis pela inibicdo, reducdo e reparacdo de lesdes
causadas pelos radicais livres nas células, podendo ser utilizados para reduzir o dano
causado por estresse oxidativo na I/R(ANDRADE et al. 2012). Assim, existe a
necessidade de buscar novas substancias com propriedades antioxidantes, capazes de
diminuir os efeitos das lesdes causadas por radicais livres.

O O6leo essencial de Lippia alba quimiotipo Il possui constituintes
majoritarios, tais como neral (cis-citral), geranial (trans-citral) e limoneno, descritos
anteriormente como substancias que possuem atividades antioxidantes (BASCHIERI et
al., 2017; BOUZENNA et al., 2017). Podendo-se inferir que a mistura desses
componentes nas propor¢des do 6leo essencial podem promover efeitos antioxidantes
diferentes daqueles apresentados pelos componentes isolados. Dessa forma, se observa a
importancia do estudo, utilizando o 6leo essencial da Lippia alba, que, como descrito
previamente, possui componentes com atividades antioxidante e anti-inflamatoria
comprovadas, sendo possivelmente uma substancia que pode auxiliar na defesa contra
espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidos no processo de isquemia/reperfusdo na
Lesdo Renal Aguda (LRA).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar os possiveis efeitos nefroprotetores do dleo essencial de Lippia alba
(Mill.) N.E.Brown quimiotipo Il na Lesédo Renal Aguda (LRA) em modelos de
Isquemia/Reperfuséo (I/R).

3.2 Objetivos Especificos

o Estudar os possiveis efeitos nefroprotetores do 6leo essencial de Lippia alba
quimiotipo Il na Lesdo Renal Aguda (LRA) por I/R através da determinacdo de
parametros bioquimicos e do estresse oxidativo no tecido renal;

o Avaliar o efeito do 6leo essencial da Lippia alba quimiotipo Il em células renais
LLC-MK2 e HK2 pela viabilidade celular;

. Avaliar a morfologia de células HK-2 isquemiadas e tratadas com o 0leo

essencial de Lippia alba quimiotipo II.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Colheita do material botanico, extracdo e analise do 6leo essencial.

4.1.1 Colheita

Os exemplares de Lippia alba foram coletados as 9 horas da manhd no
Horto de Plantas Medicinais Francisco José de Abreu Matos e o 6leo essencial foi
extraido no Laboratdrio de Farmacognosia do Horto, localizado no Campus do Pici da
Universidade Federal do Ceara (UFC). A exsicata encontra-se registrada no Herbario

Prisco Bezerra da UFC com nUmero 38.174.

4.1.2 Extracdo do 6leo essencial por arraste a vapor d"agua

A extracdo realizada no Laboratorio de Farmacognosia da Universidade
Federal do Ceara (UFC) deu-se através da utilizacdo das folhas frescas, dessecadas a
sombra que foram trituradas (1kg), e colocadas separadamente em frasco acoplado a um
condensador e a uma fonte geradora de vapor d"agua para extracao do 6leo essencial por
arraste a vapor. Finalizada a operacdo, o 6leo essencial foi tratado com sulfato de sddio
anidro, com o intuito de retirar a umidade, e analisado por Cromatografia Gasosa

acoplada a Espectrémetro de Massas (CG-EM).
4.2 Delineamento experimental
O presente trabalho avaliou o efeito protetor do 6leo essencial da Lippia

alba, sobre a LRA em modelos de I/R. O estudo foi dividido em duas principais etapas,

denominadas respectivamente, etapas in vivo e in vitro (Figura 6).
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Figura 6: Esquema de caracterizacdo do estudo.

Avaliacao
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Modelo in vivo

Foram utilizados Ratos Wistar machos com aproximadamente 200-250g que
foram mantidos sob condi¢6es controladas (25 + 2 ° C, ciclo claro-escuro de 12 horas).
Comida e agua foram fornecidas ad libitum.

Foi realizada a cirurgia de Isquemia/Reperfusdo com o objetivo de
estabelecer o processo de I/R em LRA, através da anestesia prévia dos animais,
utilizando Ketamina 10% (100 mg/kg) e Xilazina 2% (10mg/kg). Depois de
anestesiados, os animais foram submetidos a uma laparotomia através de uma incisdo na
linha média, onde foi removido o rim direito. O processo de isquemia foi induzido no
rim esquerdo pelo clampeamento, que causou oclusdo unilateral da artéria renal, durante
60 minutos, seguido do restabelecimento do fluxo sanguineo renal e por 48 horas de
reperfusdo, como descrito anteriormente por Da Costa et al., (2015) e Najafi et al.,
(2014). Os animais foram mantidos aquecidos a uma temperatura constante de
aproximadamente 36°C durante as cirurgias e por fim, foi realizada uma sutura no local
da incisdo com fio de sutura de polipropileno 4.0. As cirurgias foram realizadas de
maneira igual em grupos denominados “SHAM” (falso operados), excluindo-se a

nefrectomia direita e o clampeamento da artéria renal. Durante as Gltimas 24 horas da
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reperfusdo, as amostras de urina foram obtidas com a utilizacdo de uma gaiola
metabdlica. Ao final do tempo programado de 48 horas, os animais foram novamente
anestesiados para obtencdo de amostras de sangue para realizacdo de exames
bioquimicos e dosagem de biomarcadores e o rim esquerdo foi retirado para avaliacao
de parametros, que avaliam o estresse oxidativo no tecido.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Federal do Ceara (UFC) (n° 110/2017) conforme o que €

preconizado pelas diretrizes éticas.

4.4 Os grupos experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais (n=6), onde todos
foram tratados por gavagem oral, uma vez ao dia, por 3 dias antes da realizacdo do
processo cirdrgico (I/R) com o 6leo essencial de Lippia alba, que foi diluido em solucéo
aquosa de DMSO 2% na dose de 200mg/kg (DA COSTA et al., 2015; SAMPAIO et al.,
2016).

Tabela 1: Grupos experimentais e seus respectivos tratamentos (in vivo)

Grupos Procedimento Administracao através de
Cirdargico gavagem
SHAM Falso-Operado Veiculo (DMSO)
SHAM + Lippia alba Falso Operado Lippia alba (200mg/kg)
Isquemia/reperfusao (I/R) Isquemia/Reperfusédo Veiculo (DMSO)
I/R + Lippia alba Isquemia/Reperfusdo Lippia alba (200mg/kg)

Fonte: Elaborada pelo autor.
4.5 Avaliacéo dos parametros bioquimicos
As amostras de sangue obtidas através da coleta nos animais foram

centrifugadas (4500 rpm durante 10 minutos) para obtengdo de plasma. Os parametros

bioquimicos foram aferidos utilizando um equipamento de andlise automatico (Roche
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Diagnostics  Limited, Rotkreuz ~ Suiga). Foram determinadas proteindria,
microalbumindria, creatinina urinaria e niveis plasméaticos de uréia, &cido Urico e

creatinina

4.5.1 Calculo do Clearance de Creatinina.
Figura 7: Férmula para célculo do clearance de creatinina.

CICr=Cr urinaria (mg/dL) x V urina 24h (ml)
Cr plasmatica (mg/dL) x Tempo (min)

Legenda: CICr (mg/dl) = clearance de creatinina; Vurina 24h (ml)= volume de urina
em 24 horas; Cr plasmatica (mg/dl) = Creatinina plasmaética.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Avaliacdo do estresse oxidativo no tecido renal
4.6.1 Determinacdo dos niveis de Malondialdeido (MDA)

O Malondialdeido (MDA) representa as substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico - TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances) que sdo formadas
através de reacdes de peroxidacao lipidica (HARDWICK et al., 2010). A concentracdo
de MDA no tecido renal foi determinada como um indicador dessa peroxidacao lipidica,
utilizando o método das substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS)
(UCHIYAMA; MIHARA, 1978) em amostras de homogenato de tecido renal. O
processo se da através da reacdo de uma molécula de MDA com duas moléculas de
acido tiobarbitarico (TBA) para a formacdo de um complexo de coloracdo avermelhada,
que absorve a 535-535 nm (Figura 8) (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).
Realizou-se um homogenato com os fragmentos do rim esquerdo, utilizando tampéao
fosfato 150mM, apds preparado o homogenato adicionou-se &cido tiobarbitdrico a
preparacdo. Tal mistura foi incubada a 96°C por 20 minutos para a formacdo de um
cromogeno cor-de-rosa, que foi lido a 532 nm por espectrofotémetro (UV ASYS 340,
Biochrom, Cambrigde, Reino Unido). Os resultados encontrados foram expressos em

1g/g de tecido.
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Figura 8: Reacdo de formacao de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)
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Fonte: Silva; Borges; Ferreira, (1999).
4.6.2 Determinacéo dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

O principio do ensaio para determinacdo de niveis de GSH se baseia na
reacdo entre duas moléculas de GSH, que doam um elétron cada uma para a glutationa
oxidada(GSSG), que pode ser reduzido novamente ao GSH pela acdo da enzima GSSG
redutase (GR) (Figura 9). O desequilibrio redox é evidenciado pela baixa proporcao das
concentragfes das moléculas de GSH e GSSG (GSH/GSSG). Ja foram descritos na
literatura, que essa relacdo baixa entre as moléculas anteriormente descritas estd
presente em doencas como insuficiéncia renal, pneumonia, doenca de Alzheimer e
outras (GIUSTARINI et al., 2013); DALLE-DONNE et al.2008)

Na determinagdo da glutationa reduzida (y-glutamil-L-cisteinilglicina,
GSH), 0 homogenato do tecido foi preparado com 0,02 M de EDTA. As amostras foram
misturadas ao acido tricloroacético a 50%, centrifugadas (3000 rpm, 15 min), 400 uL do
sobrenadante foi adicionado a 800 ul de tampéo Tris-HCI (0,4 M, pH 8,9) e 20 ul de
DTNB (5, 5'-ditiobis- (acido 2-nitrobenzdéico)). Por fim, a absorbancia foi medida por
espectrofotometria a 412 nm (UV ASYS 340, Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os

resultados foram expressos em pg/g de tecido.
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Figura 9: Reacdo para determinacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH) pela agdo
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Fonte: Junior et al.(2001).
4.7 Modelo in vitro
4.7.1 Cultivo de células renais LLC-MK2 e HK?2

As células epiteliais tubulares renais LLC-MK2, uma linhagem imortalizada
de ceélulas de tabulo proximal de macacos e as células do tibulo proximal de humanos
HK?2, foram doadas pelo Departamento de Bioquimica da Universidade de S&o Paulo e
cultivadas em meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), Invitrongen, EUA,
contendo de glutamina (580 mg/L), bicarbonato de sodio (3,7 g/L), glicose (4,5 g/L),
piruvato de sodio (110 mg/L), sais inorganicos, vitaminas e outros aminoacidos, e
acrescido de penicilina (100 U/mL), estreptomicina (130 mg/L) e soro bovino fetal
(SBF) a 10% em garrafas plasticas estéreis e mantidas em estufa de CO2 a 37°C e 5%
de CO2 para que ficassem confluentes(BUTLER e DAWSON, 1992).

O processo de manutencdo das células se deu de acordo com protocolo
anteriormente padronizado (SAMPAIO et al. 2016), no qual o meio de cultivo das
garrafas confluentes foi removido, e as células foram lavadas com 3-5 mL de PBS
estéril, pH 7,4. A garrafa de cultivo foi incubada com 1 mL de solugdo de tripsina-
EDTA (0,05%/0,02%) por 5 minutos a 37°C para o descolamento das células aderidas
na superficie de cultivo. Em seguida, para inativacéo da tripsina-EDTA foi adicionado 2

mL de DMEM completo (contendo soro bovino fetal a 10%) e quantidades pequenas
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das suspensodes celulares foram adicionadas a novas garrafas de cultivo, contendo o
meio DMEM.

Inicialmente, ao comeco de um novo experimento, as células foram
mantidas em meio DMEM sem SBF por 24 horas em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C
para sincronizagdo na fase GO do ciclo celular. Depois, as células foram lavadas,
tripsinizadas e centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado,
e o pellet foi ressuspenso em 1 mL de meio DMEM completo. Para cada experimento,
as células foram quantificadas, ajustadas para a concentracdo 1x10° células/mL e

plaqueadas.
4.7.2 Inducéo de I/R in vitro

O método in vitro de isquemia/reperfusdo, utilizando cdmara anaerdbica, foi
descrito por Gino et al. (2014). As células foram plaqueadas em uma concentracdo de
1x10° células/mL em placas de 96 pocos e mantidas 24 horas incubadas, para permitir
adesdo e proliferacdo celular. Para a inducdo de isquemia, 0 meio de cultura DMEM
normal foi trocado por DMEM privado de glicose, piruvato e SBF. Apds isso, as placas
foram incubadas em cadmara anaerdbica por 24 horas. A reperfusao foi realizada, ap6s o
periodo na camara, através da adi¢cdo de um meio de cultura completo e retorno das
células a atmosfera de 5% de CO, por 3 horas.

As placas foram tratadas com o 6leo essencial da Lippia alba, apés 3 horas
de reperfusdo, nas concentragdes de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81
pug/mL, que foram obtidas através da diluicdo do 6leo essencial em DMSO, respeitando
a concentracdo maxima de 0,5%. A partir da solucdo-mée produzida foram feitas as
diluicBes, obtendo as concentracfes anteriormente descritas. A seguir, foram realizados

todos os experimentos, envolvendo a linhagem celular.
4.7.3 Ensaio de reducdo de MTT

Para determinar a viabilidade celular, foi realizado o teste de reducéo do [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT) (Sigma®). Esse
teste baseia-se na capacidade metabolica de células viaveis, com consequente formagéao

de um produto insoltvel de cor azul violacea, chamado formazan. (MOSMANN, 1983).
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As células foram submetidas ao processo de isquemia/reperfusao
anteriormente descritos e ap06s o tratamento com as diferentes concentracfes do 6leo
essencial de Lippia alba, foi realizado o ensaio de viabilidade celular com MTT
(2,5mg/ml de PBS estéril), onde, apos a retirada de 100uL de cada pogo, tanto o0s
tratados como os controles (tratados apenas com PBS estéril) da placa foram
adicionados 10 pL de MTT (Sigma ®) e apds 4 horas, na incubadora a 37°C e ambiente
escuro, 90 pL de docecil-sulfato de sodio (SDS) (10% em HCI 0,01N). Assim, apds 17

horas, foi realizada a leitura por espectrofotometria em 570nm.

4.8 Avaliacdo de alteragdes morfologicas ultraestruturais

As alteracGes na superficie celular foram observadas através da técnica de
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Tal procedimento consiste em através de
um feixe de elétrons de pequeno didmetro avaliar a superficie da amostra,
detalhadamente, transmitindo, assim, o sinal de um detector a uma tela catodica que tem
sua varredura sincronizada com aquela do feixe incidente.

As células HK-2 foram incubadas de acordo com o método de inducdo de
lesdo in vitro por isquemia/reperfusdo, onde foram plaqueadas em uma concentracéo de
5x10* células/mL em placas de 24 pocos e mantidas 24 horas incubadas. Para a inducéo
de isquemia, o meio de cultura DMEM normal foi trocado por DMEM privado de
glicose, piruvato e SBF. A seguir, as placas foram incubadas em camara anaerobica por
24 horas. A reperfusdo foi realizada, ap6s o periodo na cdmara, através da adicao de um
meio de cultura completo e retorno das células a atmosfera de 5% de CO, por 3 horas.
As placas foram tratadas com as seguintes concentracdes do 6leo essencial de Lippia
alba: 62,5 pg/mL e 125 pg/mL.

Apo6s a incubacdo, as células foram fixadas por 2 horas com 2,5% de
glutaraldeido (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania), lavadas duas
vezes com PBS e duas vezes com agua destilada centrifugando-se a 800g por 10 min. A
seguir, as amostras foram desidratadas e séries crescentes de etanol (30-100%),
colocadas em laminulas de vidro, fixadas a 37°C com 5% de CO,, cobertas com ouro e
observadas em um microscopio eletronico de varredura FEG Quanta 450 (FEI, Oregon,
USA) (MELLO et al., 2017). As imagens digitais foram adquiridas e armazenadas em

computador na Central Analitica — UFC utilizando o Software Nis 4.0.
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4.9 Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos com media + erro padrédo da média (SEM).
Para comparacdo estatistica entre 0s grupos experimentais, foi utilizado one-way
ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni. Como critério de significancia foi aceito
*p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism
5.0 (EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise do 6leo essencial por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro
de Massas (CG-EM)

A analise por CG-EM permitiu a identificacdo de vinte constituintes, dentro
os quais foram observados como majoritarios Geranial (trans-citral) (39,6%), Neral (cis-
citral) (28,79 %), e Limoneno (10,05%), levando a confirmag&o de que o 6leo essencial
de Lippia alba analisado seria o quimiotipo Il. Esses componentes sao apresentados na

Tabela 2, com seus respectivos tempos de retencdo (Tr) e porcentagem (%).

Tabela 2: Composicéo do 6leo essencial de folhas de Lippia alba, quimiotipo I1.

TR

N° COMPONENTES (min) %

1 Sabineno 14.556 0.66
2 6-metil-5-hepten-2-ona) 15.166 0.73
3 p-cimeno 17.517 2.85
4 Limoneno 17.835 10.05
5 y-Terpineno 19.555 2.19
6 Linalol 21.908 0.90
7 [-copaeno 25.831 1.46
8 Oxido de linalol 26.923 1.99
9 a-Copaeno 29.724 0.88
10 Neral (cis-citral) 30.751 28.79
11 Naftaleno 30.949 248
12 Geranial (trans-citral) 32,511 39.60
13 Nerol 33.426 0.54
14 Germacreno 44.902 2.18
15 y-muroleno 46.391 0.49
16 Elemol 47.187 131
17 Nerolidol 47.320 0.79
18  Oxido de cariofileno 47.929 0.56
19 Guaiol 48.067 0.56
20 B-eudesmol 48.847 0.98

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2 Estudo in vivo
5.2.1 Avaliacao de parametros bioquimicos

Para avaliar possiveis alteracbes renais foram mensurados parametros
bioquimicos dos animais em estudo e foi observado um aumento significativo nas
concentracdes plasmaticas de creatinina (0,62+0,01) (Figura 10), uréia (93+10,21)
(Figura 11) e &cido urico (2.46+0,43) (Figura 12) no grupo submetido ao processo de
isquemia e reperfusdo (I/R), bem como uma reducdo (29,45%) no clearance de
creatinina (0,43+0,08) (Figura 13), o que indica o estabelecimento da LRA nesse grupo,
quando comparado ao Sham. Por conseguinte, nota-se a protecdo da lesdo apds o
tratamento com o 6leo essencial de Lippia alba (I/R+Lippia). A tabela 3 mostra os

dados numéricos referentes as determinacdes bioquimicas.

Figura 10: Concentracdes plasmaticas de Creatinina dos grupos experimentais.
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=6 e os dados expressos em média £
EPM. Na analise estatistica, utilizou-se ANOVA, seguido de pds-teste de Bonferroni,
p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.



Figura 11: Concentragdes plasmaticas de Uréia dos grupos experimentais.
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=6 e os dados expressos em média +

EPM. Na analise estatistica, utilizou-se ANOVA, seguido de pds-teste de Bonferroni,

p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 12: Concentraces plasmaticas de Acido Urico dos grupos experimentais.
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=6 e 0s dados expressos em média +
EPM. Na analise estatistica, utilizou-se ANOVA, seguido de pds-teste de Bonferroni,
p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 13: Clearance de Creatinina dos grupos experimentais
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=6 e 0s dados expressos em média £
EPM. Na analise estatistica, utilizou-se ANOVA, seguido de pds-teste de Bonferroni,
p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 3: Parametros bioquimicos renais.

Grupos Creatinina Uréia Acido arico Clearance de Creatinina
plasmaitica plasmitica plasmaitico (mL./min)
(mg/dL) (mg/dL)  (mg/dL)
Sham 0,15£0.01 30,6294 0.72=0.16 146=024
Sham+Lippia 0,17£0.01 375086 032x002 245008
I'R 0.62+0.01 931021 2.46=0.43 043008
I/R+Lippia 0,28+ 0,04 59+7 4 0.67£0.13 26703

Legenda: Os dados estio expressos como média padrio = EPM, p<0.05.
I'R=isquemia/reperfusio; IR+Lippia alba=isquemia reperfusio+Lippia alba.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Dando seguimento ao estudo, foram observados os valores de proteinas
urinarias (proteindria) e microalbumindria que também sdo marcadores do
estabelecimento de LRA.

Os valores referentes a proteindria (Figura 14) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos estudados. Quando analisadas as microalbuminurias
(Figura 15) foi observado um aumento nos niveis da microalbuminaria dos grupos
experimentais que sofreram isquemia e reperfusdo (I/R e I/R+Lippia) quando
comparados ao grupo Sham. Os dados numéricos relativos a proteindria e a

microalbumindria estdo apresentados na tabela 4.

Figura 14: Valores de proteinuria dos grupos experimentais.
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=6 e os dados expressos como média
+ EPM. Na analise estatistica, utilizou-se ANOVA seguida de pds-teste de Bonferroni,
p<0,05

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 15: Valores de microalbuminiria dos grupos experimentais.
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=6 e 0s dados expressos como média

+ EPM. Na anélise estatistica, utilizou-se ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni,
p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 4: Proteinaria e Microalbumindria.

Grupos Proteinuria Microalbuminuria
(mg/24h) (mg/24h)

Sham 102.7+16.3 108.1+19.5

Sham+Lippia 82.88+3.4 123.9+5.5

I/IR 280.7+17.1 279.3+25.7

I/R+Lippia 289.1+17.4 204.1+33.8

Legenda: Os dados estdo expressos como média padrdo = EPM,p<0,05. I/R=

isquemia/reperfuséo; I/R+Lippia= isquemia/reperfusdo+Lippia alba.
Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2.2 Avaliacéo do estresse oxidativo no tecido renal

O 6leo essencial de Lippia alba, assim como a maioria dos 0leos essenciais,
apresenta constituintes com propriedades antioxidantes descritas, como anteriormente
relatado nesse trabalho. Assim, na busca de possiveis mecanismos para o efeito
nefroprotetor desse 6leo no modelo de I/R in vivo é importante, que se realizem estudos
envolvendo o equilibrio 6xido-redutor.

Como dito anteriormente, o0 processo de isquemia leva a producdo de
enzimas importantes para a formacgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e para a
peroxidacgdo lipidica. Essas EROs, entretanto, sdo formados, principalmente, durante o
processo de reperfuséo do tecido isquemiado.

Assim, se torna interessante estudar a influéncia da inducdo de LRA por I/R
no equilibrio O6xido-redutor (redox) no tecido renal, bem como as alteracbes
relacionadas ao grupo de animais tratados com o dleo essencial em estudo. Conforme
dito anteriormente, as técnicas utilizadas foram a avaliacdo da peroxidacdo lipidica pelo
ensaio do TBARS e a avaliacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH).

A figura 16 mostra as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
representadas pelo malondialdeido (MDA), onde foi observado que houve aumento
significativo na formagdo de TBARS no grupo I/R, indicando a formacgédo de EROs e
ocorréncia de estresse oxidativo apds a lesdo. O tratamento com o 6leo essencial de
Lippia alba levou a uma tendéncia a reducdo das TBARS, indicando possivel potencial
antioxidante.

Dessa forma, sabendo que a glutationa reduzida (GSH) é uma das principais
defesas antioxidantes enddgenas e que é uma ferramenta utilizada para avaliar o balanco
oxido-redutor no tecido, foi estudada sua atividade apos a inducdo da LRA por I/R, bem
como a acdo do 6leo essencial nesse contexto.

A figura 17 mostra os niveis de glutationa reduzida nos grupos experimentais,
onde foi observado aumento no acumulo de GSH nos tecidos apds o tratamento,
indicando possivel defesa antioxidante, mesmo quando a lesdo ndo foi capaz de reduzir
0s niveis teciduais de GSH no grupo I/R. Os dados numéricos relacionados as

determinac6es de MDA e GSH estéo presentes na tabela 5.
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Figura 16: Niveis teciduais de MDA nos grupos experimentais.
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=6 e o0s dados expressos como média
+ EPM. Na anélise estatistica, utilizou-se ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni,

p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa

Figura 17: Niveis teciduais de GSH nos grupos experimentais.
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=6 e os dados expressos como média
+ EPM. Na analise estatistica, utilizou-se ANOVA seguida de pds-teste de Bonferroni,
p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 5: DeterminacGes de MDA e GSH.

Grupos MDA (ug/g de tecido) GSH (ug/g de
tecido)

Sham 153.5+21.4 2606+116.5

Sham+Lippia 167.4+11.5 2206+109.4

I/R 248.1+15.5 3225+439.9

I/R+Lippia 172.5+19.4 4680+310.3

Legenda: Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM, p<0,05. I/R=
isquemia/reperfuséo; I/R+Lippia= isquemia/reperfusdo+Lippia alba.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.3 Estudos in vitro

5.3.1 Cultura de células renais e viabilidade celular.

Para a avaliacdo da viabilidade celular, foi realizado o ensaio de reducédo do
MTT. Nesse ensaio, foi observado que apenas as maiores concentracBes do Gleo
essencial de Lippia alba quimiotipo Il apresentaram toxicidade nas células LLC-MK2
(500 pg/ml e 1000 pg/ml) (Figura 18). Concomitantemente, ndo foram demonstrados
efeitos toxicos nas concentragcfes restantes. Observando-se a tabela 6, pode-se verificar

que a porcentagem de viabilidade celular na linhagem estudada.
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Figura 18: Percentual de viabilidade celular das células LLC-MK2 tratadas com

diversas concentrac@es de 6leo essencial de Lippia alba.
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=3, e os dados expressos como
percentual de viabilidade + EPM. Na analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido
de pds-teste de Bonferroni, *p<0,05 vs. grupo controle (C-)

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 6: Percentual de wviabilidade das células LLC-MK?2 tratadas com wvarias
concentragdes do oleo essencial de Lippia alba quimiotipo II.

Lippia alba(pg/ml)

C 78 1562 3125 625 125 250 500 1000

Celular (%) 103,6=22 94,98=28 90,18=57 87.63=3.1 87,5924 100,3=38 90,53=3.7 79,5130 52,9844

Legenda: Os dados estio expressos como média padrio = EPM, onde C- (controle

negativo) e [/R (isquemia‘reperfusio).
Fonte: Dados da pesquisa.
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Apos a finalizacdo do experimento de viabilidade, foram definidas as
concentragdes de trabalho para a aplicacdo do método de cdmara de anaerobiose com
objetivo de instalacdo da I/R in vitro. As células foram submetidas a condicGes que
simulassem a isquemia e reperfusdo e a seguir foram tratadas com o 6leo essencial de
Lippia alba afim de avaliar os possiveis efeitos protetores da substancia pelo aumento
do percentual de viabilidade celular.

Na figura 19, o controle negativo esta relacionado a células submetidas a
condicdes de aerobiose (37° C e 5% CO2), ou seja, células com percentual de
viabilidade total. No grupo I/R, temos a cultura de células submetidas a condicbes de
anaerobiose sem o tratamento com Oleo essencial de Lippia alba, que reduziu a
viabilidade para aproximadamente 15%, conforme observado na tabela 7, por
conseguinte foi observado o tratamento das células com o OGleo nas diversas
concentragdes (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,8 pug/ml). Foi observado um
aumento do percentual da viabilidade nas concentragcfes de 15,62; 31,25; 62,5 e 125
pug/ml o que mostrou o efeito protetor do dleo essencial de Lippia alba, quando
comparados ao grupo controle (Sham). Foi demonstrado ainda, que a concentracdo de

125 pg/ml apresentou reversdo total do dano causado pela isquemia.

Figura 19: Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 submetidas ao modelo de

I/R in vitro e tratadas com diferentes concentracdes do 6leo essencial de Lippia alba.
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Legenda:Os experimentos foram realizados com n=3, e 0s dados expressos como
percentual de viabilidade + EPM. Na anélise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido
de pds-teste de Bonferroni, *p<0,05 vs. grupo controle (C-); I/R (isquemia/reperfusao).

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 7: Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 submetidas ao modelo de

I/R in vitro e tratadas com diferentes concentracdes do 6leo essencial de Lippia alba.

Lippia
alba(pg/ml)

C- I'R 15.62 31.25 62.5 125 250
Viabilidade
Celular (%0) 111£3.1 152440 5014 8 503237 503£3.6 983225 42143,
LLC-MEK2

LA

Legenda: Os dados estdo expressos como média padrdo £ EPM, onde C- (controle
negativo) e I/R (isquemia/reperfusao).

Fonte: Dados da pesquisa.

Na figura 20, foi observado a viabilidade celular de células tubulares
humanas, HK-2, tratadas com as mesmas concentracdes do 6leo essencial de Lippia
alba quimiotipo Il utilizadas para as células LLC-MK2 (1000;500;250;125;62,5;31,25;
15,62;7,81 pug/ml). Foi demonstrado que, apenas, as concentracfes de 500 e 1000 pg/ml
apresentaram toxicidade na linhagem de células HK-2, conforme se observou na tabela
8. Esses achados foram semelhantes aos encontrados com as células da linhagem LLC-
MK2.
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Figura 20: Percentual de viabilidade celular das células HK-2 tratadas com diversas

concentracdes de Oleo essencial de Lippia alba.
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=3, e os dados expressos como
percentual de viabilidade + EPM. Na anélise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido
de pds-teste de Bonferroni, *p<0,05 vs. grupo controle (C-)

Fonte: Dados da pesquisa.



55

Tabela 8: Percentagem de viabilidade celular das células HK-2 tratadas com diversas
concentragdes de oleo essencial de Lippia alba.

Lippia alba

(ng/ml)

C- 7.8 1562 3125 625 125 250 500 1000

Celular (%) 100,0=4.7 96,7854 103,5=48 100,7=5.0 105,269 97,37=34 92,3442 81,1728 46,16=14

Legenda: Os dados estio expressos como média padrio = EPM, onde C- (controle

negativo) e 'R (isquemiareperfusio).
Fonte: Dados da pesquisa.
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Assim como, em células LLC-MK2, também foram realizados experimentos
para estabelecimento de I/R in vitro em células HK-2. O protocolo realizado foi o
mesmo citado anteriormente.

Na figura 21, o controle negativo (C-) esta relacionado a células com
percentual de viabilidade pleno, ou seja, que foram mantidas em condicdes de aerobiose
(37° C e 5% CO2). No grupo I/R, foi observada uma reducéo de viabilidade (45,2%) nas
células HK-2 tratadas com o 0Oleo essencial de Lippia em relacdo ao grupo controle
negativo, conforme se observa na tabela 9. Apos o tratamento com o Gleo essencial de
Lippia alba quimiotipo Il em variadas concentragdes (1000;500;250;125;62,5;
31,25;15,62 e 7,8 pg/ml), foi observado o aumento do percentual de viabilidade na
concentracdo de 62,5 e 125 pg/ml, quando comparados ao grupo controle (Sham),

demonstrando, assim, citoprotecdo direta do 6leo em relacdo as células estudadas.

Figura 21: Percentual de viabilidade das células HK-2 submetidas ao modelo de I/R in

vitro e tratadas com diferentes concentracfes do 0leo essencial de Lippia alba.
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=3, e os dados expressos como
percentual de viabilidade + EPM. Na analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido
de pds-teste de Bonferroni, *p<0,05 vs. grupo controle (C-); I/R (isquemia/reperfusdo).

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 9: Percentual de viabilidade das células HK-2 submetidas ao modelo de I/R in

vitro e tratadas com diferentes concentragdes do 6leo essencial de Lippia alba.

Lippia alba
(ng/ml)
C- I'R 15.62 31.25 62,5 125 250
Viabilidade
Celular (%) 11131 452=19 63 5=44 69231 62229 99340 77357
HEK2?

Legenda: Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM, onde C- (controle
negativo) e I/R (isquemia/reperfusao).

Fonte: Dados da pesquisa.

5.3.2 Avaliacéo de alteragdes morfoldgicas ultraestruturais

As analises por microscopia eletrénica de varredura demonstraram a atuagdo do
0leo essencial de Lippia alba em células tubulares HK-2 isquemiadas, que apresentaram
melhora significativa de sua morfologia, quando comparadas a células submetidas a
anaerobiose, ou seja, submetidas, unicamente, ao processo de isquemia e reperfuséo.

A figura 22 mostra células HK-2 submetidas a condi¢cBes normais de aerobiose,
onde se observa a morfologia intacta e preservada. As células submetidas ao processo
de isquemia e reperfusdo in vitro (Figura 23) apresentam em sua estrutura morfoldgica
alteracdes, como reducdo de tamanho e volume, degeneracdo do material nucléico,
formacéo de corpos apoptéticos, que caracterizam um processo indicativo de apoptose.
Na figura 24, observa-se células tubulares submetidas ao processo de I/R in vitro e
tratadas com a concentracdo de 62,5ug/mL do 6leo essencial de Lippia alba, que foi
escolhida por ser a menor concentra¢do com atividade visualizada nos experimentos

anteriores sendo observada, claramente, a preservacédo da estrutura celular das mesmas.
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Figura 22: Fotomicrografia de microscopia eletrénica de varredura (MEV) de células
HK-2 em condigdes de aerobiose.

5/(10/2018 | HFW | HV | det [mag O] WD | =—————20pum
9:25:20 AM |59.7 um |20.00 kVIETD | 5000 x |11.5 mm| UFC - Central Analitica - Inspect

Legenda: Observam-se células HK-2 intactas morfologicamente. Barra de escala:
20um.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 23: Fotomicrografia de microscopia eletrénica de varredura (MEV) de células
HK-2, submetidas ao processo de isquemia/reperfusdo, nao tratadas.

5/10/2018 | HFW | HV | det mag Ol WD 20 ym |
9:34:46 AM |59.7 um|20.00 kV|ETD | 5000 x |11.6 mm| UFC - Central Analitica - Inspect

Legenda: Observam-se células HK-2 em processo indicativo de apoptose. Barra de
escala: 20um.

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 24: Fotomicrografia de microscopia eletrénica de varredura (MEV) de células
HK-2, submetidas ao processo de isquemia/reperfusdo, tratadas com o éleo essencial de

Lippia alba (62,5 pg/mL).

2

P

510/2018 | HFW | HV | det [mag O] W
10:04:40 AM |59.7 um [20.00 kV|ETD| 5 000 x [10.2 mm |UFC - Central Analitica - Inspect

Legenda: Observam-se células HK-2 isquemiadas com estruturas morfoldgicas

preservadas apds o tratamento com o 6leo essencial de Lippia alba (62,5ug/mL). Barra

de escala: 20pum.
Fonte: Dados da pesquisa.
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6 DISCUSSAO

O processo de isquemia ocorre quando o 6rgdo alvo sofre diminui¢do ou
auséncia de fluxo sanguineo, o que leva a reducgéo dos niveis de oxigénio no tecido. Em
seguida, quando esse fluxo é restaurado, caracteriza-se o mecanismo de reperfusédo
(HARRIS et al.2015). A I/R ¢ responsavel, entdo pelo dano tecidual causado pelo
excesso da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Esse dano ocorre em
diversos processos patologicos, como acidente vascular cerebral, traumas, lesdo renal
aguda (LRA) e outros (SHARFUDDIN; MOLITORIS, 2011).

A LRA tem como uma das suas principais causas a lesdo por I/R. Tal
mecanismo envolve danos celulares, como apoptose e inflamacdo. N&o existem
tratamentos especificos para esse processo, sendo os cuidados apenas profilaticos e
sintomaticos, principalmente, em regides de populacGes de baixo poder aquisitivo
(KEMLIN et al., 2018; SHARFUDDIN; MOLITORIS, 2011).

Uma fonte de substéncias de baixo custo e fécil acesso, que podem reverter
ou melhorar a LRA provocada por I/R s&o os produtos naturais, devido as suas
propriedades antioxidantes (SAMPAIO et al. 2016; TORRES-MARTINEZ et al. 2018).
Dentre os produtos naturais, estudos com 6leos essenciais de plantas tém se mostrados
promissores, justamente por apresentarem atividades antioxidantes j& pronunciadas
(MAMADALIEVA et al., 2018; MOSBAH et al., 2018).

A erva-cidreira (Lippia alba quimiotipo Il) possui em seu 6leo essencial
uma diversidade grande de componentes ativos, dentre os quais foram observados citral
(cis-citral e trans-citral) e limoneno, como majoritarios, conforme foi encontrado
durante a realizagdo da CG-CM, nesse estudo. Estudos mostram que o citral € um
componente chave presente em 0Oleos essenciais de plantas herbaceas, dentre elas a
Lippia alba, e que tal molécula possui a atividades farmacoldgicas variadas, como
antibacteriana e antiinflamatoria, além de apresentar atividade antioxidante pronunciada
em diversas linhagens celulares (SONG et al., 2016; XIA et al., 2013). O limoneno
também demonstrou efeitos antimicrobianos e antioxidantes (CUTILLAS et al., 2018).
Assim, sabendo da importancia e necessidade da descoberta de novas moléculas que
auxiliem na prevencdo ou reducdo da injaria renal e conhecendo as propriedades
atribuidas aos componentes do 0leo essencial de Lippia alba, foi investigado o efeito

nefroprotetor do 6leo em modelos (in vivo e in vitro) de leséo renal aguda por I/R.
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O modelo experimental in vivo utilizado, nesse estudo, € comprovadamente
confiavel para o estabelecimento de dano renal por I/R. Sendo usado em estudos
anteriores, que também envolviam o uso de produtos naturais como substancias
nefroprotetoras (DA COSTA et al., 2015; SAMPAIOQ et al., 2016).

A fim de analisar os mecanismos fisioldgicos e as alteracdes envolvidas no
processo de lesdo renal aguda foram realizadas as dosagens de parametros bioquimicos
classicos utilizando amostras de sangue e urina. Foi observado um aumento das
concentracdes plasmaticas de creatinina, ureia e &cido Urico no grupo submetido ao
processo de I/R e foi visto, ainda, uma redugéo do clearance de creatinina. Quando se
avaliou o grupo tratado, ou seja, que sofreu I/R e recebeu doses diérias do 6leo essencial
de Lippia alba, foi observada a protecédo parcial das alteracdes funcionais causadas pelo
processo de injdria.

Tradicionalmente, sabe-se que a reducdo da fungdo renal se manifesta
através do acumulo de metabdlitos nitrogenados, como ureia e creatinina. A creatinina é
um produto residual da creatina fosfato nos musculos, e geralmente é produzida em uma
taxa constante no organismo. Uma fracdo constante diaria de creatina (1%) e de
fosfocreatina (2%) € convertida por um processo nao enzimatico em creatinina.
Também pode haver a conversao enzimatica de fosfocreatina em creatinina pela a¢éo da
creatinoquinase (cerca de 20 a 25%). A determinacdo laboratorial da ureia plasmatica é
responsavel pela avaliacdo da funcdo renal, principalmente, a nivel tubular. A uréia é
sintetizada no figado a partir da amoénia derivada do catabolismo dos amino&cidos,
sendo excretada principalmente na urina. Tal composto é filtrado no glomérulo e
parcialmente reabsorvido nos tbulos renais (HORN et al. 1998; SODRE, 2007).
Estudos mostram que mesmo o comprometimento da atividade renal sendo leve,
creatinina e uréia plasmatica sofrem alteracbes significativas, sendo esses parametros
preditores de consequiéncias clinicas relacionadas 8 LRA (ANDRADE et al., 2018).

O 4cido urico, juntamente com uréia e creatinina, € um pardmetro
bioquimico utilizado como indicador de dano renal em varios estudos recentes, visto
que é diretamente secretado pelos tubulos proximais. O aumento dos niveis plasmaticos
de acido Urico estd intimamente ligado a danos tubulares na lesdo pré renal e,
principalmente, na necrose tubular aguda (NTA) (DA COSTA et al., 2003; HAMED et
al., 2018) .
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Nesse estudo, observaram-se alteracdes dos niveis de creatinina, ureia e
acido urico plasmatico, sugerindo, assim, que o processo de isquemia/reperfusdo
provocou dano tubular renal nos animais do grupo submetido a cirurgia para instalacao
de LRA. Estudos anteriores mostram que o dano por isquemia causa uma série de
eventos fisioldgicos, causando alteragdes nas células tubulares, principalmente, da
regido proximal, que se tornam incapazes de manter o ATP celular, levando a morte
celular por apoptose ou necrose (ANDRADE et al., 2018; SHARFUDDIN;
MOLITORIS, 2011). Assim, foi observado que o 6leo essencial de Lippia alba
recuperou os niveis plasmaticos de creatina, uréia e &cido Urico no grupo I/R tratado, o
que sugere que seu mecanismo de acdo deve estar ligado a efeitos a nivel de tabulos
renais.

A LRA cursa com uma queda acentuada da taxa de filtracdo glomerular
(TFG) com consequente deterioracdo da funcéo renal. Na pratica clinica, o clearance de
creatinina em urina de 24 horas, que diretamente proporcional a medida da creatinina
urinaria e inversamente proporcional a de creatinina plasmatica, ainda é utilizado para
determinacdo da TFG (ANDRADE et al., 2018). Estudos recentes mostram o uso da
medicdo da depuracdo de creatinina associada a dosagem de potassio sérico para
avaliacdo do dano renal (BURNS; HO, 2018).

O presente estudo mostrou que o tratamento com o 6leo essencial de Lippia
alba reverteu a diminuicdo do clearance de creatinina, observada no grupo leséo (I/R),
sugerindo possiveis efeitos do Oleo sobre o glomérulo renal, visto que apresenta
influéncia diante da TFG.

Estudos prévios mostram que a taxa de filtracdo glomerular (TFG) e a
medicdo dos niveis de proteinas na urina, principalmente de albumina, sdo parametros
importantes no diagndstico de LRA e da doenca renal cronica (RADISIC BILJAK et
al., 2017). A albumina é a mais abundante proteina de alto peso molecular (~66kDa)
presente no plasma e é excretada na urina de forma continua. Porém, devido seu
tamanho, a mesma ndo deve ser filtrada. Quando a excrecdo de albumina é maior que
30mg/dia indica o processo de albuminuria, que reflete uma alteragdo na barreira de
filtracdo glomerular, sendo assim, niveis altos de albumina na urina podem indicar
danos renais a nivel de glomerulo (LEVEY et al., 2015; VART et al.,2016).

Nesse trabalho, foi observado que os niveis de albumina excretados na urina
do grupo que sofreu lesdo por I/R se elevaram, quando comparados ao grupo Sham.

Porém, o 6leo essencial de Lippia alba nédo foi capaz de reduzir significativamente esse
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pardmetro. Além disso, quando se analisa a proteindria de 24 horas nota-se que ndo
houve significancia entre os grupos estudados.

Conhecendo o fato de que o processo de isquemia é responsavel por causar
lesdo tecidual, devido auséncia de oxigénio e que a reperfusao, que nada mais € que a
reoxigenacdo do tecido, gera a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
responsaveis por exacerbar a lesdo isquémica aguda, foi decidido estudar a acdo do
6leo essencial de Lippia alba sobre parametros que avaliam o equilibrio 6xido-redutor
no tecido, visto que o 0leo possui componentes majoritarios que ja apresentam efeitos
farmacologicos antioxidantes previamente descritos (SHIMO et al. 2011; XIA et al.
2013; HARRIS et al. 2015; EHSANI et al.2017).

A determinacéo de niveis de GSH se baseia na reacdo entre duas moléculas de
GSH, que doam um elétron cada uma para a glutationa oxidada (GSSG), que pode ser
reduzido novamente ao GSH pela acdo da enzima GSSG redutase (GR). O
desequilibrio redox é evidenciado pela baixa proporcdo das concentracbes das
moléculas de GSH e GSSG (GSH/GSSG) (GIUSTARINI et al., 2013). O MDA
representa as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) que sdo formadas
através da peroxidacdo lipidica, essa reagdo acontece devido a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (HARDWICK et al., 2010). Estudos anteriores mostram a
utilizacdo das determinacGes de MDA e GSH para avaliacdo do equilibrio redox ap6s
o0 tratamento com substancias naturais antioxidantes, como (-)-a-bisabolol e propolis
vermelha, que foram capazes de promover melhoria da lesdo renal aguda por I/R,
sugerindo, assim, o envolvimento de mecanismos oxidativos na injaria renal (DA
COSTA et al., 2015; SAMPAIO et al., 2016)

Assim, no presente estudo, 0 estresse oxidativo no tecido renal foi avaliado
através da medicdo do malondialdeido (MDA) e da glutationa reduzida (GSH). Foi
visto que houve um aumento significativo na formacao de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), representadas pelo MDA, e uma discreta reducdo de GSH
tecidual no grupo onde foi estabelecida a LRA por I/R. O grupo tratado com o 6leo
essencial de Lippia alba apresentou uma tendéncia a reducéo das TBARS e teve GSH
aumentada significativamente, quando comparado ao Sham e ao grupo leséo (I/R).

Na tentativa de investigar efeitos do 6leo essencial de maneira mais direta foi

realizado o ensaio de cultivo celular, em duas linhagens de células tubulares renais
imortalizadas LLC-MK2 (macaco) e HK-2 (humanas), e observou-se que o 0leo

essencial de Lippia alba quimiotipo Il ndo apresentou toxicidade nas concentragdes
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estudadas, exceto nas concentragdes de 500 pg/ml e 1000 pg/ml. No processo de I/R in
vitro, as células, quando comparadas ao grupo controle aerobiose, apresentaram reducao
significativa de percentual de viabilidade, demonstrando, assim, que foi estabelecida a
lesdo por isquemia e reperfusdo. Contudo, ao serem tratadas com concentracdes pré
estabelecidas do 6leo essencial de Lippia alba, as células das duas linhagens tiveram
reversdo parcial dos danos celulares causados por I/R, com aumento do percentual de
viabilidade. Tais resultados podem ser explicados pelo fato de que o rim possui alto
potencial regenerativo e pode se recuperar completamente apds o estabelecimento de
uma leséo renal aguda (LRA), visto que a primeira fase do reparo apds a lesdo é
caracterizada pela grande proliferacdo de células epiteliais nos tdbulos renais,
principalmente, o tubulo proximal (KRAMANN; KUSABA; HUMPHREYS, 2015).

A fim de demonstrar a morfologia das células, a microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) ja foi utilizada, anteriormente, como componente em estudos
envolvendo células renais (NASCIMENTO et al. 2017). No presente trabalho,
utilizamos a MEV para observacdo das alteracfes morfoldgicas das células HK-2 apds o
processo de isquemia e reperfusdo (I/R) realizado pelo protocolo descrito anteriormente.
Observou-se, assim, que as células renais submetidas a I/R apresentaram sinais
indicativos de apoptose. A apoptose € um mecanismo de morte celular lento, onde a
célula sofre alterac6es morfolégicas marcantes, como a perda do contato com sua matriz
extracelular e células vizinhas, o que caracteriza reducdo de tamanho e volume celular.
Além disso, havera formacdo de blebbing (borbulhamento), desintegracdo nuclear em
fragmentos caracteristicos (cariorrexis) e formacao de corpos apoptéticos (GRIVICICH,;
REGNER; DA ROCHA, 2007; VANDEN BERGHE et al., 2013).

Avaliando as células HK-2 submetidas a I/R e tratadas com o 6leo essencial
de Lippia alba na concentracdo de 62,5 pug/mL foi observado que o tratamento com o
6leo reverteu a lesdo por I/R. O processo de isquemia e reperfusdo leva a formacéo de
espécies reativas de oxigénio, que causam dano celular por estresse oxidativo
(YAHYAPOUR et al., 2018). A utilizacdo do 6leo essencial de Lippia alba, rico em
moléculas com atividade antioxidante comprovadas, como o citral, no tratamento das
células isquemiadas, pode ter sido a responsavel pela reversdo da lesdo observada.
Estudos anteriores mostraram o efeito protetor do citral em diversas linhagens celulares,
bem como a atividade antioxidante de Oleos essenciais que possuiam citral em sua
composicdo (BOUZENNA et al., 2017; EHSANI et al., 2017).



CONCLUSAO



68

7 CONCLUSAO

O dleo essencial de Lippia alba (erva-cidreira) destaca-se como um produto
com atividade nefroprotetora, visto que, pode estar envolvida em mecanismos
antioxidantes, devido a sua composicdo e sabe-se que a lesdo renal aguda (LRA) esta
intimamente ligada a producdo de radicais livres.

Sugere-se, também, a atividade do dleo na reducdo da lesdo renal, o que foi
observado através da reducdo de parametros bioquimicos, como creatinina, uréia e acido
arico. Além disso, foi observado envolvimento da acdo do 6leo na taxa de filtracdo
glomerular, o que é mostrado pela capacidade de aumentar o clearance de creatinina.

O Oleo essencial mostrou-se capaz de aumentar a viabilidade celular em
células tubulares (LLC-MK2 e HK2), quando comparado ao grupo controle, além de
reverter a lesdo em células HK-2, como visto através de microscopia eletronica de
varredura (MEV).

Portanto, pode-se inferir a atividade nefroprotetora do 6leo essencial de Lippia
alba e ressalta-se a facilidade de obtencéo do produto, visto que, a mesma se apresenta

na natureza.
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