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RESUMO
Envolvimento da enzima NADPH-oxidase no efeito nefroprotetor do (-)-alfa-

Bisabolol em um modelo de leséo renal aguda por isquemia-reperfuséo in vitro.

A Lesdo Renal Aguda (LRA) esta associada a alta morbidade e mortalidade, gerando
custos de saude publica. Isquemia e reperfusdo (I/R) sdo eventos que frequentemente
levam a LRA por hipdxia tecidual, producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
estresse oxidativo e morte celular programada por apoptose. Anteriormente,
demonstramos o potencial nefroprotetor do (-)-a-Bisabolol, um sesquiterpeno
monociclico insaturado de flores de camomila. O objetivo do presente trabalho foi avaliar
0 mecanismo de nefroprotecdo mediada pelo Bisabolol em células renais tubulares
humanas ap6s inducdo de I/R em um modelo in vitro. Adicionalmente, este trabalho
pretende analisar o envolvimento de ERO gerados por NOX4 na lesdo e recuperacao
celular. Células HK2 foram expostas a condicBes de I/R e tratadas com Bisabolol em
varias concentragdes. A viabilidade celular foi realizada pelo ensaio MTT. Células
tratadas e ndo tratadas foram submetidas a citometria de fluxo para avaliar células
necroticas/apoptoticas, producdo de ERO e o potencial transmembranico mitocondrial.
TBARS e GSH foram utilizados como parametros do balango redox. Além disso, 0s
niveis de KIM-1 liberados no sobrenadante foram medidos por ELISA. A fim de
identificar uma interacdo entre Bisabolol e NOX4, foram realizados ensaios de docking
molecular e enzimaticos in vitro. A expressdo da isoforma NOX4 em células tratadas foi
avaliada por "Western-blot". Finalmente, as células foram visualizadas por microscopia
eletronica de varredura. O Bisabolol melhorou a viabilidade celular e preveniu a morte
celular por apoptose, indicada também pela diminuicdo dos niveis de KIM-1 no
sobrenadante celular. Foi observada uma diminuicdo na producdo de ERO e
despolarizacdo mitocondrial, com regulacdo antioxidante pelo aumento da GSH e
diminuicdo da peroxidagéo lipidica. Também foi demonstrado que o tratamento com
Bisabolol pode inibir o NOX4. Imagens de microscopia eletrdnica de varredura
mostraram que o Bisabolol reduziu o dano celular induzido por I/R. Portanto, o tratamento
com Bisabolol protege as células HK2 epiteliais tubulares renais contra o dano oxidativo
ocasionado pela I/R. Este efeito esta relacionado a inibi¢cdo da apoptose, diminui¢do da
liberacdo de KIM-1, e estabelecimento do equilibrio REDOX atraves da inibi¢do da
atividade da NOX4 nas células tubulares.

Palavaras-chave: Bisabolol; Isquemia/Reperfusdo renal; NADPH oxidase; NOX4.



ABSTRACT

Involvement of the enzyme NADPH oxidase in the nephroprotective effect of (-) -
alpha-Bisabolol in a model of acute renal injury by ischemia-reperfusion in vitro.
Acute Renal Injury (AKI) is associated with high morbidity and mortality, generating
public health costs. Ischemia and reperfusion (I/R) are events that frequently lead to AKI
due to tissue hypoxia, reactive oxygen species (ROS) production, oxidative stress and
programmed cell death by apoptosis. Previously, we have demonstrated the
nephroprotective potential of (-)-a-Bisabolol, an unsaturated monocyclic sesquiterpene
of chamomile flowers. The objective of the present study was to evaluate the mechanism
of nephroprotection mediated by Bisabolol in human tubular renal cells after induction of
I/R in an in vitro model. Additionally, this work intends to analyze the involvement of
ROS generated by NOX4 in the lesion and cellular recovery. HK2 cells were exposed to
I/R conditions and treated with Bisabolol at various concentrations. Cell viability was
performed by the MTT assay. Treated and untreated cells were submitted to flow
cytometry to evaluate necrotic/apoptotic cells, ROS production and mitochondrial
transmembrane potential. TBARS and GSH were used as redox balance parameters. In
addition, the levels of KIM-1 released in the supernatant were measured by ELISA. In
order to identify an interaction between Bisabolol and NOX4, molecular docking and
enzymatic assays in vitro were performed. Expression of the NOX4 isoform in treated
cells was assessed by Western blotting. Finally, the cells were visualized by scanning
electron microscopy. Bisabolol improved cell viability and prevented cell death by
apoptosis, also indicated by decreased levels of KIM-1 in the cell supernatant. A decrease
in ROS production and mitochondrial depolarization was observed, with antioxidant
regulation by the increase of GSH and decrease of lipid peroxidation. It has also been
shown that treatment with Bisabolol can inhibit NOX4. Scanning electron microscopy
images showed that Bisabolol reduced cell injury induced by I/R. Therefore, treatment
with Bisabolol protects renal tubular epithelial HK2 cells against the oxidative damage
caused by I/R. This effect is related to inhibition of apoptosis, decreased release of KIM-
1, and establishment of REDOX balance through inhibition of NOX4 activity in tubular
cells.

Keywords: Bisabolol; Renal ischemia / reperfusion; NADPH oxidase; NOX4.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lesdo renal aguda por Isquemia e Reperfusdo

A Lesdo Renal Aguda (LRA) é caracterizada como um perda subita e inesperada
da funcéo renal, a qual caracteriza-se pela perda de capacidade de concentracdo da urina,
levando inclusive ao acumulo de substancias nitrogenadas como a ureia e a creatinina na
circulagdo sistémica (PARIKH; MANSOUR, 2017). A LRA esta associada a alta
morbidade, com prevaléncia de até 25% e mortalidade superior a 50% (NOH et al., 2015),
compondo a sindrome de disfuncdo de multiplos 6rgdos, a qual afeta 20% dos pacientes
hospitalizados e 67% daqueles em terapia intensiva, gerando custos de salde publica,
sendo um risco a longo prazo de doenca renal cronica (LAMEIRE et al., 2013).

A LRA compde um quadro clinico especial o qual se define pela diminui¢do do
fluxo sanguineo renal, decréscimo da filtracdo glomerular e diminuicdo do coeficiente de
ultrafiltracdo renal, além da disfuncédo tubular secundéria a obstrucdo. O conjunto desses
fatores oferece as condicBes para o estabelecimento da Sindrome de Isquemia e
Reperfusdo (WENG et al., 2018).

Ademais, o bindmio isquemia e reperfusdo (I/R) sdo eventos que muitas vezes
levam a IRA por hipdxia tecidual causada pela diminuicéo do fluxo sanguineo, formacao
de espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo e morte celular programada por
apoptose (LAMEIRE et al., 2013; ZHAO et al., 2018). Um evento importante na I/R é a
reoxigenacdo que acontece na reperfusao, pois o aumento da oferta de oxigénio em um
tecido que esta avido em sua demanda pode desviar o oxigénio molecular da respiracao
celular, gerando espécies reativas de oxigénio (ERO), causando danos mitocondriais,
levando a disruptura da cadeia transportadora de elétrons, impedindo a fosforilacéo
oxidativa e causando a diminuigdo na sintese de ATP (GRANATA et al., 2015; CHOI et
al., 2016).

A fisiologia e homeostasia renais sdo dependentes da manutencdo do equilibrio
oxido-redutor (REDOX). O dinucleotideo de nicotinamida e adenina fosfato (NADPH)
derivado da via das pentoses da respiracdo celular é essencial para o funcionamento
adequado do equilibrio REDOX e sistemas de defesa antioxidante. Estudos prévios

indicam que as reservas intracelulares de NADPH s&o depletadas durante o dano
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isquémico e que este e responsavel por proteger tecidos da injuria oxidativa (WENG et
al., 2018).

Em paralelo, a isquemia leva a ativacdo do endotélio, migracdo celular e
promocao do processo inflamatorio. Fatores de transcri¢do como o NF-kB séo induzidos
e ativados, levando a producao leucocitaria de ERO, citocinas e vasoconstrictores, o que
contribui para o estabelecimento da leséo e caracterizacdo e agravamento do dano tubular,
prolongando a hipoperfusio (SIMONS et al., 2005).

A disfuncao tubular é a principal consequéncia relacionada a manutencao dos
danos da LRA por I/R. A obstrucdo tubular associada ao aumento da pressao intratubular
e o vazamento do filtrado tubular para o intersticio renal. Nesse contexto, a I/R leva a
inducdo da morte celular no epitélio, fibrose tubular e disfuncao renal (JEONG et al.,
2018; WENG et al., 2018). Logo, as células tubulares, por serem células epiteliais
amplamente especializadas e funcionais responsaveis pela reabsorcao, secrecdo ativa e
regulacdo osmética no néfron sdo mais propensas disfuncdes acarretadas pelos diversos
tipos de injdria (DUTTA et al., 2017; JEONG et al., 2018).

1.2 Morte celular programada

A ativacdo das vias de morte celular envolve moléculas mediadoras e
sinalizadoras, as quais modulam a morte celular em condigdes fisioldgicas (por exemplo
controle da tolerancia imunolégica, desenvolvimento embrionario e formacéo de 6rgéo e
tecidos) e patoldgicas (cancer, intoxicacGes e radiacdo). Os processos de morte celular
podem ser classificados de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas
em autofagia, senescéncia, necrose e apoptose (HERAULT et al., 1999).

A autofagia ocorre em resposta a um estresse metabolico que resulta na
degradacdo de componentes celulares, durante a autofagia, por¢des do citoplasma séo
encapsuladas por membrana, originando estruturas denominadas autofagossomos, 0s
quais se conjugam com lisossomos e direcionados a degradacdo, podendo estar
relacionada a processos de reparo (RICCI; ZONG, 2006). A necrose é um tipo de morte
na qual as células sofrem um insulto que resulta no aumento do volume celular, agregacgao
da cromatina, desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade da membrana
plasmatica e consequente ruptura celular, liberando o conteudo citoplasmatico e causando

inflamacdo. J& a senescéncia € um processo metabolico ativo essencial para o
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envelhecimento que por programacao genetica que envolve deterioracdo dos telémeros e
ativagdo de genes supressores tumorais, comprometendo a capacidade
proliferativa (WEAVER; CLEVELAND, 2005).

A morte celular programada por apoptose, € um processo essencial na
manutencdo do desenvolvimento dos seres vivos, eliminando células senescentes ou
defeituosas. Alteracdes morfoldgicas proprias do processo caracterizam tanto o gatilho
quanto as consequéncias locais e sistémicas da morte; tais alteragdes incluem a retragéo
da célula, perda de aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas, condensacédo
da cromatina, fragmentacéo internucleossdémica do DNA, ruptura da membrana externa
mitocondrial. oxidacdo de lipidios de membrana e formacdo de prolongamentos
citoplasmaticos e de corpos apoptéticos (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007).

A apoptose ocorre nas mais diversas situacbes, como por exemplo, na
organogénese e hematopoiese normal e patoldgica, na reposicao fisiologica de certos
tecidos maduros, na atrofia dos 6rgéos, na resposta inflamatoria e na eliminacéao de células
apos dano celular por agentes genotoxicos. A apoptose requer interacdo de inUmeros
fatores bioguimicos, genéticos e funcionais (ARUMUGAM; FAIZAL; RAZIS, 2018).

Dentre as moléculas sinalizadoras da apoptose destaca a participacdo das
caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases), as quais pertencem a familia
das cisteinas proteases as quais reconhecem e clivam substratos, mediando a
externalizacdo de lipidios de membrana chamados de residuos de fosfatidilserina, que
sinalizam a fagocitose de células apoptéticas. Sdo conhecidas 14 caspases humanas,
sendo que seis (caspases -3, -6, -7, -8, -9, -10) participam da apoptose (ULUKAYA;
ACILAN; YILMAZ, 2011).

Outras moléculas estdo envolvidas com o controle e modulacdo da apoptose.
Visto que a homeostasia € mantida quando ha o equilibrio entre proteinas promotoras e
inibidoras da apoptose, as proteinas da familia Bcl-2 sdo inibidoras da apoptose pois
previnem a liberacdo das enzimas do citocromo c, inibindo a formacdo de ERO e
estabilizando o potencial da membrana mitocondrial. Por outro lado, Bax, Bid e Bak sé&o
proteinas pro-apoptéticas (MAGNELLI et al., 2010).

Os mais diversos fatores sdo capazes de desencadear a apoptose, a qual pode
acontecer a partir de duas vias, uma extrinseca (citoplasmatica) ou uma intrinseca

(mitocondrial). A via extrinseca estd associada a ligagdo de ligantes especificos a um



17

grupo de receptores de membrana da superfamilia dos receptores de fatores de necrose
tumoral (rTNF). Esta ligagdo é capaz de ativar a cascata das caspases (caspase-8 que ird

clivar e ativar a caspase-3), executando a morte por apoptose (Figura 1).

Figura 1. Ativacdo da apoptose pela via citoplasmatica.
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A via intrinseca € ativada por condicGes de estresse como a diminuicéo de fatores
de crescimento, danos ao DNA e hipdxia, ocasionando uma disfuncdo e uma
despolarizacdo no potencial elétrico negativo das membranas mitocondrial,
comprometendo a respiracdo celular. A ativacdo da via intrinseca ocasiona a ruptura
osmotica da membrana mitocondrial, liberando proteinas pré-apoptéticas para o
citoplasma, principalmente o citocromo c. Além disso, hd um comprometimento da
sintese de ATP, producdo excessiva de ERO, os quais oxidam material genético, proteinas
e lipidios; adicionalmente as ERO induzem a ativacdo das caspases -9 e -3 (MAGNELLI
etal., 2010; CHEUNG; LUDWIG; VOUSDEN, 2012).

A figura 2 representa as etapas da via intrinseca da apoptose. O citocromo ¢

liberado para o citoplasma pelo rompimento das mitocéndrias forma um complexo com
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um fator ativador de proteases (APAF-1) e a caspase-9, o chamado apoptossomo. Uma

vez ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 que vai ocasionar a apoptose (LIU et al., 2017).

Dessa forma, o estabelecimento do equilibrio entre proliferagdo e morte das
células caracteriza processos de renovacdo, lesdo e recuperacdo. Logo, a apoptose €

também um mecanismo de defesa, o qual é ativado quando houver uma injuria.

Figura 2. Via intrinseca de ativacdo da apoptose.
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Fonte: GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA (2007).

1.3 A Molécula de Injuria Renal 1 (KIM-1)

A fagocitose de células apoptoticas é necessaria na resolucdo do dano ao 6rgao
que esta sofrendo a lesdo e manutencdo da tolerancia imunoldgica. A molécula de injdria
renal 1 (KIM1 — Injury Kidney Molecule 1) é um receptor de fosfatidilserina expresso em
células epiteliais em estagios prévios da morte celular e pode transformar as células em
fagdcitos, mediando a fagocitose de corpos apoptéticos e lipidios oxidados e sinalizando
a morte celular programada (BROOKS et al., 2015). Logo, se for possivel detectar a

expressao desses receptores em estagios precoces da injdria isquémica, seria possivel
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estabelecer um progndstico e tratar a doenca, evitando assim complicagdes resultantes da
LRA, inclusive transplante renal (ICHIMURA et al., 2008).

O KIM-1 é uma glicoproteina transmembranar de adesdo epitelial tubular
proximal, de 38,7 KDa, com um dominio mucina e outro imunoglobulina-like composto
por seis cisteinas, caracterizando o ectodominio (Figura 3). KIM-1 é descrita como um
biomarcador de sinalizacéo da leséo no epitélio renal, uma vez que sua detec¢do na urina
sO é possivel apds a clivagem do ectodominio extracitoplasmatico por metaloproteinases
(MCWILLIAM et al., 2014).

Estudos revelam que esta molécula é praticamente indetectavel na urina de
individuos saudaveis, no entanto ela esta presente como o sinal de regeneracao do tecido
isquémico(MCWILLIAM et al., 2014; WASUNG; CHAWLA; MADERO, 2015). A
clivagem do KIM-1 esta associada com a resposta imune, sinalizando a transicdo
mesenguimal e consequente fibrose renal progressiva, além do risco de insuficiéncia renal
cronica. Aléem disso, é considerada como um marcador Gnico, com elevada sensibilidade
e especificidade, acima de tudo, para diagnéstico de lesdo renal aguda em estadios
precoces (MOLEDINA; PARIKH, 2018).

Figura 3. Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1)

citoplasmatico
T

TSP Rich

©
c
©
—
o)
=
[
=

>

b et s . JT=-
\4’ Metaloproteinase Tyr-P

Fonte: Adaptado de ICHIMURA al. (2008).
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Quando KIM-1 ¢ expressa cronicamente, isso indica uma progressdo da fibrose
renal e faléncia renal crbnica, o que, muitas vezes, pode estar relacionado com o dano
tecidual mediado pela fagocitose de lipidios oxidados. Estudos mais aprofundados da
KIM-1 correlacionam sua presenga com o diagnéstico da doenca ja estabelecida, com o
acompanhamento do avango da patologia e com o risco de cronificacdo (HUMPHREYS
etal., 2013; LAHOUD et al., 2015).

1.4 Células HK2

Estudos utilizando células em cultivo, sejam elas de fonte primaria ou de
linhagens imortalizadas, tém sido uma alternativa cada vez mais viavel no contexto da
pesquisa nos &mbitos da fisiologia e da farmacologia, sobretudo quando se pretende obter
resultados com a minima interferéncia da complexidade de sistemas ou 6érgéos inteiros
sobre os resultados obtidos (LEVINE; MOMAND, 1991). Células obtidas de cultivo
primario sdo amplamente utilizadas pelo fato de, na maioria das vezes, apresentarem um
padrdo de comportamento quando comparadas com as células em seu nicho natural; no
entanto, o processo de isolamento pode levar a morte celular massiva, limitando a
experimentacdo a poucas horas. Sendo assim, a busca por imortalizacdo de linhagens
celulares tem tomado grande destaque, apresentando como principal desafio a mutagéo
do material genético alterando minimante caracteristicas priméarias (KRAWCZYK et al.,
2018).

As células HK2 (Human Kidney 2) pertencem a uma linhagem de células
epiteliais de tbulo proximal, proveniente de rins de humanos saudéveis. Séo utilizadas
com grande frequéncia em estudos de fisiologia e farmacologia devido ao fato de
apresentarem alto grau de semelhanca com as células correspondentes in vivo, ou seja, 0
procedimento de imortalizacdo e passagens pouco altera seu fenotipo e funcao; seja no
metabolismo, expressdo de proteinas de superficie ou conteddo genético. Conseguem

sobreviver até um ano e permanecem viaveis no nitrogénio liquido (RYAN, 1994).

Anivel molecular, as células HK2 sdo imortalizadas através de um procedimento
de transfeccdo, o qual consiste na introdugdo intencional de &cido nucleicos nas células
de forma ndo esponténea, ao contrario do que ocorre na carcinogénese. A linhagem de
células HK2 ¢ imortalizada através da transfeccdo com o papiloma virus (HPV 16),
caracterizada pela insercdo dos genes E6/E7, processo esse ja utilizado na imortalizagéo
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de diversos tipos de células epiteliais(VOUSDEN, 1990). Acredita-se que a
transformacdo HPV 16 E6/E7 ocorre porque as proteinas E6/E7 interagem com dois
importantes reguladores negativos da proliferacdo celular: E6 liga-se e induz degradacao
da proteina P53 e E7 inativa o produto do gene supressor do tumor retinoblastoma, p105-
RB (LEVINE; MOMAND, 1991).

Dessa forma, atualmente, as células HK2 séo diversamente utilizadas; seu
desenvolvimento e utilizagdo permitiram um estudo aprofundado da fisiologia,
farmacologia e toxicologia no contexto dos tubulos proximais, além de permitir uma
analise criteriosa de mecanismos de morte celular, injdria e reparo. Pesquisas utilizando
celulas HK2 j& viabilizaram achados como a associagdo da presenca de P2-
microglobulina nos tdbulos renais com o desenvolvimento da transicdo epitelial-
mesenquimal e a consequente fibrose renal (ZHANG et al., 2015); assim como foi
utilizando células HK2 que tracou-se uma relacéo de causa-consequéncia entre a presenca
de albumina nos tabulos renais, causando aumento da producao de angiotensina Il devido
a desregulacdo da expressdo da enzima conversora de angiotensina (LIU et al., 2009),
dessa forma, promovendo um aumento dos niveis de aldosterona, a qual promove a
apoptose por via mitocondrial em células proximais através do aumento de espécies
reativas de oxigénio intracitoplasmaticas pela acdo da enzima NADPH-oxidase (PATNI
etal., 2007; Ll et al., 2017).

1.5 O complexo enziméatico NADPH-oxidase

Diversas estratégias sao utilizadas na pratica clinica visando prevenir ou
minimizar o dano de I/R e, dentre elas, destaca-se 0 uso de substancias antioxidantes
(ZHU et al., 2017). No entanto, estudos indicam que substancias antioxidantes que atuam
como sequestrantes de radicais livres ndo sdo totalmente eficientes na nefroprotecao, elas
precisam agir através de uma via enzimatica, impedindo a formagéo de espécies reativas
de oxigénio (ERO), ao inves de remové-las (YOUSEF et al., 2012; ALTENHO et al.,
2015).

A NADPH-oxidase (NOX) é uma enzima transmembrana amplamente
distribuida, que participa de varios processos fisiopatoldgicos. Basicamente, a subunidade
gp91lphox da NOX é o ligante do NADPH reduzido (nicotinamida e adenina

dinucleotideo fosfato), catalisando a transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular,



22

produzindo ERO. A gp91phox é ativada pelo acoplamento do dominio citoplasmatico
p47phox a subunidade transmembrana p22phox, sendo esse acoplamento um alvo
farmacoldgico destacado no estudo da inibicdo da enzima, conforme representado na
figura 4 (KANEGAE et al., 2010; WENG et al., 2018).

Os radicais livres oriundos da enzima participam de varios processos celulares,
atuando como segundos mensageiros, mediando os efeitos hormonais, controlando os
canais i0nicos, regulando a expressao génica, o crescimento celular, a senescéncia e a
apoptose (MACIAS-PEREZ et al., 2013). Nas células tubulares, a enzima regula fungdes
como a gliconeogénese, transporte de glicose e eletrolitos e feedback tubuloglomerular.
A inibicdo de NOX4, a isoforma NADPH-oxidase abundantemente expressa nos rins, é
um mecanismo descrito de modulacdo das funcdes tubulares, sendo um provavel

mecanismo de prevencao e tratamento da LRA (CHEN et al., 2018).

Figura 4. Representagdo da enzima transmembrana NADPH-oxidase.
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Isoformas da enzima NADPH-oxidase estdo distribuidas nos diversos tecidos
participando de processos fisioldgicos e patoldgicos. Basicamente, a NADPH-oxidase
catalisa a transferéncia de elétrons do NADPH reduzido (fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina) ao oxigénio molecular, produzindo ERO. Espécies reativas
originadas pela enzima participam de diversos processos celulares, agindo como
segundos mensageiros, mediando efeitos hormonais, controlando canais i6nicos,
regulando expressdo génica, crescimento celular, senescéncia e apoptose (SEDEEK et al.,
2013).

Sédo descritas sete isoformas da enzima (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOXS5,
Duox1 e Duox2). As isoformas NOX1-4 sdo dependentes da subunidade p22-phox;
NOXS5, Duox1 e Duox2 possuem um dominio peroxidase dependente de célcio adicional
(WENG et al., 2018). No tecido renal, existe uma distribuicdo das isoformas da NOX
exercendo diversas funcdes; NOX1 e 2, por exemplo, ja foram isoladas do tecido renal,
no entanto NOX4 ¢é abundantemente expressa nos rins, sendo uma das principais fontes
de ERO nesses orgaos. Essas ERO participam de processos como a gliconeogénese,

transporte de glicose e eletrdlitos e feedback tubuloglomerular (RAJARAM et al., 2018).

Em condicGes fisioldgicas, a NOX4 possui um nivel constitutivo
suficientemente alto de expressao em células tubulares proximais, dada esta distribuicao,
ela foi inicialmente chamada oxidase renal (RENOX) (RAJARAM et al., 2018 apud.
GEISZT et al., 2000). Diversas condi¢oes patoldgicas levam ao aumento da expressdo da
NOX4, incluindo hipoxia, inflamacdo e fatores profibréticos, como o fator de
transformacéo de crescimento beta (TGFp); superexpressdo e/ou atividade da enzima,
portanto, levam ao desequilibrio REDOX e disfun¢do mitocondrial, causando danos

celulares expressivos (JEONG et al., 2018).

Inibidores da NOX4 séo frequentemente propostos como terapias inovadoras ao
elenco de distarbios associados ao estresse oxidativo, sobretudo prevenindo a morte
celular e garantindo a funcionalidade dos mais diversos tecidos nos quais essa enzima
esta distribuida (CHAVUSHYAN et al., 2017).

1.6 Atividades bioldgicas e Farmacolodgicas do (-)-a-Bisabolol

A busca por atividade farmacoldgica nas substancias naturais, nas plantas, nos

minerais e nos animais permeia o conhecimento popular e tem sido um desafio e fonte de
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estudos nos mais diversos contextos. Substancias naturais e seus derivados sintéticos sao
comercializados numa diversidade de formas farmacéuticas e com variadas indicagoes

terapéuticas.

Os oOleos essenciais sdo majoritariamente constituidos por terpenos, além de
substancias secundarias como alcoois, ésteres, aldeidos e cetona de cadeia curta. Os
terpenos, ou terpenoides sdo oligdmeros formados pela unido de subunidades de cinco
carbonos, chamadas isopreno (figura 5). O perfil terpénico apresenta, principalmente,
substancias constituidas por dez e quinze atomos de carbono, respectivamente

monoterpenos e sesquiterpenos (KIM et al., 2016).

Em especial, os 6leos essenciais sdo popularmente conhecidos por sua vasta
utilizacdo na industria quimica e farmacéutica, destacando-se a producéo de cosméticos
e perfumaria, principalmente por suas propriedades aromaticas. Entretanto, diversos 6leos
essenciais tem sabidamente demonstrado diversas atividades farmacoldgicas, ressaltando

a importancia do seu estudo em condicOes de variadas patologias.

Figura 5. Unidade basica de Isopreno.
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Fonte: KIM et al. (2016).

O (-)-o-bisabolol (alfa-4-dimetil-alfa-(4-metil-3-pentenil)-3-ciclohexeno-1-
metanol - 222,37 g/mol) - (C1sH260), também conhecido como levomenol (figuras 6 e 7),
é um sesquiterpeno monociclico insaturado natural, biologicamente ativo e presente em
uma variedade de plantas (KAMATOU; VILJOEN, 2010; OTTO et al., 2017). Foi
isolado pela primeira vez em 1951 por Isaac no 6leo essencial de Matricaria chamomilla
(Asteraceae), ou seja, camomila (BRUNKE, E. J.; HAMMAERSCHMIDT, 1985), no

entanto apresenta-se como componente secundario em diversas outras plantas, como a
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sélvia (Salvia runcinata), o candeeiro (Vanillosmopsis arborea) e a arnica (Arnica
chamissonis) (BUITRAGO et al., 2015).

Figura 6. Estereoisomeros do bisabolol.
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Fonte: Adaptado de KAMATOU; VILJOEN (2010).

Figura 7. Estrutura tridimensional do Bisabolol.

Fonte: https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/compound/1201551. Acesso em 01/07/2018.

Assim, produtos naturais antioxidantes e antiinflamatérios tém sido investigados
paratratar e retardar a doenca renal (DA COSTA et al., 2015; LU et al., 2015; SARSHAR
etal., 2017; TAO et al., 2018). O Bisabolol ja foi descrito previamente pelo nosso grupo
como substéncia nefroprotetora na LRA (SAMPAIO, et al., 2016), Este estudo foi
delineado visando dar continuidade aos resultados anteriores, estudando o0 mecanismo de
acdo do (-)-o-bisabolol mediado pelo seu potencial antioxidante (GANZERA;
SCHNEIDER; STUPPNER, 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

A I/R é um fenbmeno complexo, o qual contribui para o estabelecimento do dano
celular e disfuncdo tecidual renal, destacando-se como um fator predisponente para o
estabelecimento da LRA. Em parte, Os danos sdo caracterizados pela hipdxia, no entanto,
a reoxigenacao, apesar de necessaria, € um fator que induz a formacéo de ERO, estresse
oxidativo e morte celular programada; necessitando, portanto, que esta aconteca de forma
controlada (LI et al., 2015).

A prevencdo da formacdo de ERO intracelulares através da utilizacdo de alvos
enzimaticos tem sido a abordagem de interesse dos grupos de pesquisa, uma vez que ja
foi demonstrado que € preferivel bloquear a fonte de ERO ao invés de remover as espécies
pré-formadas do microambiente celular (RAJARAM et al., 2018). Nesse contexto, a
enzima NADPH-oxidase, a qual apresenta atividade geradora de ERO a nivel constitutivo
em condicdes fisioldgicas e apresenta aumento de sua atividade e expressdo em condi¢des
patoldgicas, destacando-se como um ferramenta farmacoldgica véalida no estresse
oxidativo ocasionado pela I/R (ALTENHO et al., 2015).

Dessa forma, destaca-se o (-)-a-Bisabolol, o qual apresenta diversificadas
atividades bioldgicas, sobretudo um potencial antioxidante como estratégia de defesa no
modelo de LRA por I/R. Adicionalmente, a bioprospecgdo de substancias isoladas de
plantas pertencentes ao portfolio etnofarmacoldgico brasileiro, ratifica a importancia
deste trabalho, uma vez que cada vez mais a comunidade cientifica tem buscado

alternativas terapéuticas e farmacoldgicas provenientes da biodiversidade local.

Adicionalmente, ja foi demonstrado anteriormente que o Bisabolol possui um
potencial nefroprotetor, agindo sobre a LRA e alterando biomarcadores bioguimicos,
moleculares e histopatolégicos (SAMPAIO et al., 2016). Essas afirmagfes ressaltam a
importancia de se estudar os mecanismos farmacologicos envolvidos nessa acéo. Nesse
contexto, o presente trabalho estuda o mecanismo de nefroprotecdo mediada por bisabolol
em ceélulas renais tubulares humanas ap6s inducéo de leséo por I/R in vitro analisando a

participacdo de ERO, gerados pela enzima NOX4, na leséo e recuperacgéo celular.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o mecanismo do efeito nefroprotetor do (-)-a-Bisabolol através do estudo do
envolvimento da enzima NADPH-oxidase em células de tubulo proximal humano

expostas a um protocolo de isquemia e reperfusao.

3.2 Objetivos Especificos

e Estudar o efeito do (-)-a-Bisabolol sobre a morte celular em células de tabulo
proximal humano;

e Analisar a participagdo do (-)-a-Bisabolol no balango REDOX citoplasmaético e
mitocondrial ap6s injuria por isquemia e reperfusao;

e Avaliar a interacdo do (-)-a-Bisabolol com a enzima NADPH-oxidase em células
renais tubulares;

e Correlacionar os efeitos nefroprotetores do (-)-a-Bisabolol com o funcionamento
da enzima NADPH-oxidase;

e Investigar a influéncia do (-)-a-Bisabolol sobre a expressdo da isoforma renal da
enzima NADPH-oxidase em condicdes de hipoxia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fonte do (-)-a-Bisabolol

O (-)-a-Bisabolol foi obtido da Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha), com um
grau de pureza > 95%. O Bisabolol foi armazenado respeitando as orientacGes do
fabricante. A substancia foi diluida na concentracdo de 0,2 M em dimetilsulfoxido
(DMSO) estéril visando a producéo de uma solucdo-mae. Em seguida, as solugdes usadas
no trabalho foram preparadas por diluicdo seriada em solucdo salina tamponada com
fosfato estéril (PBS, constituido de NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,47 mM;
Na2HPO4 8,1 mM; ph 7,4) com o objetivo de obter as concentracdes de Bisabolol iguais
a 1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 puM nos experimentos. As dilui¢cbes foram feitas de
forma que a concentracdo final de DMSO nos experimentos nunca ultrapassasse 0,5%,

concentracdo considerada ndo toxica para a linhagem celular.

4.2 Manutencéo e Cultivo de Células Tubulares Renais

As células HK2 sdo uma linhagem imortalizada de células epiteliais renais de
tubulo proximal humano obtidas do Banco de Células do Rio de janeiro (BCRJ) e
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, pH 7,4), suplementado
com 10% de soro bovino fetal (SBF), penicilina (200 Ul/mL) e estreptomicina (130
mg/L). As células foram cultivadas em condicdes ideais em garrafas plasticas estéreis de
75 cm2 em estufa de CO2, mantendo as culturas a 37 °C e 5% de CO2. O crescimento das
células foi acompanhado diariamente através da observacdo por microscépio invertido,
para verificacdo da densidade celular na monocamada (figura 8). Ap6s atingirem
confluéncia, o meio foi removido, as células foram lavadas com 5 mL de PBS estéril e
deslocadas com 1 mL de tripsina/EDTA (0,25 %) por 5 a 10 minutos a 37°C. Aliquotas
das células deslocadas foram transferidas para novas garrafas contendo meio DMEM.

Na preparacdo dos experimentos, as células foram lavadas com PBS,
tripsinizadas, deslocadas para tubo conico, centrifugadas (4000 RPM por 5 minutos) para
assim, permitir a contagem das células contidas no pellet em camara de Neubauer nos
campos de contagem de leucocitos a fim de se ajustar a densidade celular para 1 x 10°
células/mL visando o a disposicao da suspensao celular em placas de acrilico de 96 (200
uL/pogo) ou 24 pocos (1 mL/pogo). Apos o plagueamento, as células foram incubadas

overnight em condigdes ideais para garantir aderéncia e consequente tratamentos.
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Para estocagem, -culturas confluentes foram lavadas, tripsinizadas e
centrifugadas (4000 RPM por 5 minutos). Em seguida, o meio foi removido e o pellet
ressuspendido em meio DMEM suplementado com 10% de DMSO estéril. As células

foram congeladas em frascos de criopreservacao em nitrogénio liquido.

Figura 8. Visualizag&o de células HK2 ao microscopio.

Fonte: RYAN et al. (1994).

4.3 Citotoxicidade do (-)-a-Bisabolol em Células Tubulares Renais
Para avaliag&o da citotoxicidade do Bisabolol na linhagem estudada foi realizado
0 ensaio de viabilidade celular pela redugdo do MTT. O MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) € um sal de tetrazélio de cor amarela que, quando
em contato com células viadveis, é internalizado por endocitose e clivado por
desidrogenases do citoplasmaticas e mitocondriais, produzindo um sal de cor arroxeada
chamado formazan (MOSMANN, 1983). Em seguida, os cristais de formazan sdo

exocitados e podem ser solubilizados pela adicdo de reagentes como DMSO ou
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dodecilsulfato de sodio (SDS). Células ndo-viaveis perdem a capacidade metabdlica de
internalizar e clivar o MTT. A concentragdo de formazan produzido é diretamente
proporcional a quantidade de células viaveis e € medida pela leitura da absorbancia a 570

nm. O principio do ensaio do MTT esta representado na figura 9.

Figura 9. Principio do ensaio de reducdo do MTT.
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Fonte: Adaptado de MOSMANN (1983).

Células HK2 dispostas em placas de 96 pocos foram tratadas com as
concentracOes obtidas apés a diluicdo seriada do Bisabolol. Apds 24 horas, 100 pL do
sobrenadante foram retirados de cada poco e, em seguida, foram adicionados 10 pL da
solucdo de MTT (2,5 mg/mL em PBS) foi adicionado. As placas foram incubadas a 37°C
no escuro por 4 horas e, em seguida, 90 pL de uma solucdo de SDS (10 % p/v em HCL
0,1 N) foram adicionados. As placas ficaram em repouso por 17 horas para completa
solubilizacdo dos cristais de formazan e, por fim, foi realizada leitura espectrofotométrica
em leitora de microplacas. Como critério de correcdo foi usada a média do branco,
formado por pocos contendo apenas DMEM que receberam MTT e SDS
semelhantemente aos grupos experimentais.

Para o célculo da viabilidade celular, inicialmente foi subtraida a méedia das
absorbancias do branco de todos os pocos. A viabilidade foi calculada em percentual
levando em consideracdo as absorbancias dentro dos grupos experimentais. Para o
calculo, a média das absorbancias do grupo controle foi considerada como sendo 100 %
de viabilidade, os demais grupos receberam valor proporcional calculado por regra de trés

simples.
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4.4 Inducéo de I/R in vitro

A lesdo in vitro por isquemia/reperfusdo foi induzida por um método anteriormente
descrito denominado método da camara anaerdbica o qual mimetiza as condigdes de I/R
(GINO & BRINDA, 2014). As células foram plagueadas em uma concentracéo de 1 x
10° células/ mL em placas de 96 pogos, e mantidas overnight, para permitir adesio e
proliferacdo celular. Para a inducgdo da isquemia, 0 meio de cultura normal foi substituido
por DMEM privado de glicose, piruvato e SBF e em seguida as placas foram incubadas
numa camara anaerobica, ilustrada na figura 10, por 24 horas a 37 °C em uma condic¢éo
de hipoxia (saturacdo de oxigénio < 5%). A reperfusdo representada pela reoxigenacéao
foi realizada, apds o periodo na camara, através da adi¢do de um meio de cultura completo

e retorno das células a atmosfera de 5% de CO, a 37 °C.

Figura 10. Camara de anaerobiose.

Fonte: https://www.lojanetlab.com.br/plasticos/jarra-de-anaerobiose/jarra-de-anaerobiose-em-pvc-rigido.
Acesso em 01/07/2018.

Apos 3 horas, as placas foram tratadas com Bisabolol em varias concentragdes. As
células permaneceram condigdes de aerobiose em contato com o Bisabolol por 24 h
utilizando como controle de isquemia um grupo de células HK2 tratado apenas com
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veiculo e um grupo que ndo foi exposto a anaerobiose como controle negativo. Ao fim da

incubac&o, a viabilidade celular foi aferida utilizando-se o ensaio do MTT.
4.5 Ensaios de Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo € um método em que as células em suspensao foram contadas
por deteccdo fotoelétrica através de FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter) —
Contadores de Celulas Ativados por Fluorescéncia, permitindo alta sensibilidade do
método. As celulas séo injetadas no centro de um feixe de solugdo salina em fluxo
continuo. Dessa forma, elas sdo forcadas a passar individualmente pela cAmara de leitura,
atravessando um ou mais feixes de luz de comprimento de onda especificos. Ao passarem
pela cdmara de leitura, as células causam a disperséo frontal do feixe luminoso, criando
uma sombra, esta é chamada dispensdo frontal, ou FSC (Foward Scatter) — é usada como
medida do tamanho da célula. A dispersao lateral de luz, chamada de Side Scatter (SSC),
acontece devido ao encontro do feixe luminoso com as estruturas intracelulares, como
organelas, nucleo e granulos, permitindo a avaliacdo da complexidade ou granulosidade
celular. Além disso, quando células ou outras particulas sdo marcadas com fluorocromos,
o feixe luminoso provoca a excitacdo dessas moléculas e consequente emissao de luz
detectada em leitores de fluorescéncia (FL1, FL2, FL3, FL4 e FL5), o principio da analise

por citometria de fluxo esta representado na figura 11 (HAN et al., 2015).

Figura 11. Principio da andlise por citometria de fluxo.
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Previamente as andlises por citometria de fluxo, células HK2 cultivadas em placas
de 24 pocos, em condi¢Oes normais de aerobiose e/ou submetidas ao procedimento de I/R
tratadas ou ndo com o Bisabolol foram lavadas com PBS, tripsinizadas, deslocadas. A fim
de permitir a marcacao fluorescente, o sobrenadante foi substituido por tampao de ligacédo
(Hepes 10mM; NaCl 140 mM; CaCl, 2,5 mM; pH 7,4). Finalmente, as células foram
analisadas no equipamento FACSCalibur (BD Biosciences, New Jersey, USA) utilizando
0 CellQuest Pro™ software. Em cada tubo foram contadas 10* células detectadas pelo

laser de argoénio.

4.5.1 Avaliagdo do mecanismo de morte celular.

A avaliagdo do mecanismo de morte celular foi realizada utilizando a marcagao
com as substancias fluorescentes Anexina V-PE (conjugada com ficoeritrina) e 7-
aminoactinomicina (7AAD), conforme representado na figura 12. O 7AAD é um
intercalador capaz de complexar-se com 0 DNA, excitando-se com o laser de 488 nm e
possuindo emissdo méaxima de 647 nm; O 7AAD néo é capaz de penetrar em células com
membrana integra. Dessa forma, células com alta marcacgéo para 7AAD sdo consideradas
células necroticas, por perda de integridade de membrana. A anexina V é uma proteina
de 36 KDa, que, na presenca de ions célcio, tem alta afinidade pela fosfatidilserina,
proteina externalizada como sinal da morte programada por apoptose.

Figura 12. Principio da metodologia de avaliacdo do mecanismo de morte celular.
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Para realizacdo da analise, as células HK2 de cada poco foram suspensas em 100
pL de tampéo de ligacdo; nos tubos foram adicionados 5 pL de 7AAD e 5 pL de AX/PE
(0,5 mg/mL cada). O procedimento foi realizado utilizando um kit comercial (Annexin V
PE Apoptosis Detection Kit I, BD Biosciences) e respeitando as orientacdes do fabricante.
Apdbs 15 minutos de incubacdo no escuro, foi adicionado 400 uL de tampdo de ligacéo
em cada tubo e as células foram analisadas no FACSCalibur (BD Biosciences). Os
resultados foram expressos em percentual de células ndo marcadas; células marcadas por
7AAD, indicativo de necrose; células marcadas por Anexina-V, indicativo de apoptose;

e células duplamente marcadas, indicativo de apoptose tardia.

4.5.2 Andlise da producdo de ERO citoplasmaticas.

O principio do ensaio baseia-se na introducdo da sonda ndo-fluorescente 2',7'-
diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) no interior das células, provendo um
substrato oxidavel (DCFH), como representado na figura 13. O DCFH-DA é um
composto estavel ndo-fluorescente lipofilico que facilmente atravessa a membrana das
células. Dentro da célula, enzimas citosélicas (esterases) desacetilam o DCFH-DA para
formar a 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH) a qual, devido a sua polaridade, fica confinada
no citoplasma. Espécies reativas de oxigénio geradas durante a explosdo respiratoria
oxidam o DCFH formando a 2',7'-diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi), que possui
fluorescéncia verde, com excitacdo em 488 nm e deteccdo em 515-545 nm pelo sensor
FL1. A fluorescéncia verde produzida pela formacdo de DCFoxi é proporcional a
capacidade oxidativa da célula. Desta forma a intensidade da fluorescéncia intracelular se
torna uma medida dos metabdlitos oxidativos produzidos pelas células (ARANDA et al.,
2013).

Para 0 a incorporagdo do DCFH no interior das células, 5uL (concentracéo final 20
pM) da solucéo estoque foram adicionados aos pocos da placa de 24 pogos contendo as
células em cultivo 3 horas ap0s o tratamento com (-)-a-Bisabolol, como previamente
descrito (ARANDA et al., 2013). Ao término das 24 horas do tratamento, as amostras
foram lavadas com PBS, tripsinizadas e o pellet de células processado em citdmetro de
fluxo. Assim, a média de intensidade de fluorescéncia relativa produzida durante a
explosdo respiratoria pela oxidagdo do DCFH foi coletada através do filtro de

fluorescéncia verde.
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Figura 13. Principio do método de anélise de ERO citoplasmaticas usando DCFH-DA.

CCH;00 o CCH;00

DCFH-DA (o]

Esterase OH

G

DCFH-DA memm)

Deacetylation

OH o} o}
ROS +DCFH-DA - cl O Z O cl
@coo-
DCF

Fonte: Adaptado de ARANDA et al. (2013).

4.5.3 Auvaliacao do potencial transmembranico mitocondrial

Para a andlise do potencial de membrana mitocondrial foi utilizado o corante
Rodamina 123 (Rho123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) o qual é um corante
especifico para a marcacdao mitocondrial em células vivas. O fato de ser um fluorocromo
catibnico (carregado positivamente) permite que seja atraido pelo elevado potencial
elétrico negativo presente na membrana mitocondrial, incorporando-se no interior das
organelas, emitindo fluorescéncia vermelha (Figura 14). Alteragdes ao nivel da
integridade mitocondrial (potencial transmembréanico) podem ser detectados em ensaios
de citometria de fluxo por aumento da fluorescéncia verde citosélica em detrimento da
vermelha mitocondrial, indicando uma difusdo da Rho123 da mitocéndria para o citosol
em células danificadas (JOHNSON et al., 1980). Sendo assim, o fluorocromo Rodamina
123 liga-se as membranas mitocondriais e inibe o transporte de elétrons, retardando a

respiracdo celular. A intensidade de fluorescéncia relativa produzida pela marcacéo de
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mitocondrias ativas foi coletada através do filtro de fluorescéncia vermelha (FL2)
(O’CONNOR et al., 1998).

Figura 14. Estrutura da Rodamina.

)
H,N 0 NH,

Fonte: JOHNSON et al. (1980).

As células HK2 submetidas a lesdo pelo modelo de Isquemia/Reperfusdo pelo
método da cAmara anaerdbica foram tratadas com Bisabolol, como descrito anteriormente
neste trabalho. Ao término das 24 horas do tratamento, as amostras foram lavadas com
PBS, tripsinizadas e o pellet de células marcado com Rodamina 123 (concentracao final
de 10 pg/ mL) por meia-hora para, em seguida, ser processado em citdmetro de fluxo com

excitacdo a 488 nm e deteccdo a 563-606 nm.

Os resultados do ensaio do DCFH-DA e da Rodamina foram expressos como
intensidade relativa de fluorescéncia, a qual foi obtida a partir dos valores absolutos de
intensidade de fluorescéncia dos quais foi calculada uma média geométrica e atribuido
valor 1,0 para o controle, as médias dos demais grupos receberam valores proporcionais
calculados por regra de trés simples, conforme previamente descrito(JOHNSON et al.,
1980; POKORNY et al., 2014).

4.6 Microscopia Eletronica de Varredura

Com o objetivo de se visualizar alteragOes ultraestruturais causadas nas células

HK-2 ap6s isquemia e reperfusdo e visando confirmar os efeitos recuperativos do
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Bisabolol, foi realizada a analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV), a qual
é capaz de gerar imagens tridimensionais em alta resolucéo da superficie de amostras. A
figura 15 indica o principio de funcionamento da MEV; essa microscopia ndo utiliza
fotons, e sim um feixe de elétrons que incide a partir de um catodo e é condensado sobre
a amostra. Quando o feixe primario interage com as amostras, 0s elétrons perdem energia
por dispersdo e os elétrons dispersos sdo captados por um detector, o qual cria uma
imagem virtual com o auxilio de um software (CHIHANGA et al., 2018).

Figura 15. Principio de funcionamento do microscopio eletrénico de varredura.
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Para a realizacdo da MEV, células HK2 foram cultivadas em laminulas de vidro
circulares estéreis. As amostras foram fixadas com glutaraldeido a 2,5% em 0,1 M (pH
7,2 atemperatura ambiente, durante 2 horas) e desidratadas com concentragdes crescentes
de etanol, revestidas com uma camada de 20 nm de ouro em um dispositivo de
pulverizacdo de ions QT150 ES-Quorum e avaliadas com um microscopio eletrénico de
varredura Quanta 450 FEG-FEI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA).

4.7 Avaliacéo do equilibrio éxido-redutor em células renais
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Com o objetivo de avaliar o potencial efeito do (-)-a-Bisabolol sobre 0 metabolismo
oxido-redutor no modelo de lesdo renal aguda utilizado, foram realizados dois ensaios
bioquimicos: a mensuracéo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico —- TBARS e a

determinacéo dos niveis de glutationa reduzida (GSH).

Para realizacdo desses ensaios, foi extraido um lisado celular. As células em cultivo
foram coletadas, lavadas com PBS gelado e suspensas em 1 mL tampdo de fosfato de
potassio 0,1 M adicionado de EDTA 5 mM, Triton X-100 0,1% e 0,6% de &cido
sulfossalicilico (pH 7,5); a suspensdo foi sonicada em agua gelada por 3 minutos e,
posteriormente, congelada e descongelada em freezer a -80 °C para garantir o rompimento
das membranas. Em seguida, a suspensdo obtida foi centrifugada a 3000 g por 4 minutos
e 0 sobrenadante foi armazenado em freezer a-80 °C. Previamente as anlises, o contetdo
mensurado,

proteico do lisado foi

(BRADFORD, 1976).

utilizando-se a metodologia de Bradford

4.7.1. Mensuracdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

As substancias reativas ao acido tiobarbitdrico - TBARS (do inglés: Thiobarbituric
acid reactive substances) -, representadas principalmente pelo Malondialdeido (MDA)
sdo formadas como um subproduto da peroxidacdo lipidica que podem ser detectadas pelo
ensaio TBARS usando acido tiobarbitirico como um reagente (Figura 16) (KIL et al.,
2014). A concentracdo de Malondialdeido (MDA) foi determinada como um indicador
da peroxidacdo lipidica, tal como descrito anteriormente, utilizando o método das
substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico (TBARS) (MIHARA et al., 1980).

Figura 16. Reacdo do Malondialdeido (MDA) com substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS).
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Para realizac&o do ensaio, 100 pL do sobrenadante foi misturado a 100 pL de &cido
tricloroacético 40% e 400 pL de acido tiobarbiturico 60%. A mistura foi incubada a 96
°C por 30 minutos e, em seguida, mantida em banho de gelo. Para parar a reacao,
adicionou-se 200 pL de acido acético glacial a suspensao que foi centrifugada (1700 g,
30 minutos). O sobrenadante obtido foi lido em espectrofotometro (UV ASYS 340,
Biochrom, Cambridge, Reino Unido) em leitor de 530 nm. As concentragGes de TBARS
foram entdo calculadas usando uma curva de calibracdo usando malondialdeido (MDA)
como padrao e expressas em ng de TBARS/ g de proteinas das células (MIHARA et
al., 1980).

4.7.2. Determinacao dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

Sob condicBes oxidantes, duas moléculas de GSH doam um elétron para cada
GSSG, que pode ser reduzido novamente para GSH pela agéo da enzima GSSG redutase
(GR) (Figura 17). Um decréscimo das concentracfes de GSH e/ou alta concentracéo de
GSSG e uma baixa relacdo das concentracdes dessas duas moléculas (razdo GSH/GSSG),
sdo interpretadas como prova de desequilibrio redox (GIUSTARINI et al., 2011). Um
razdo baixa de GSH/GSSG € uma manifestacdo bem estabelecida do processo de
envelhecimento e de uma variedade de estados de doencga humana, incluindo a diabetes,
insuficiéncia renal, pneumonia, malignidade, esclerose lateral amiotréfica, doenca de
Parkinson, doenca de Alzheimer e catarata (BALLATORI, 2009).

Figura 17. Interconversdo da glutationa em suas duas formas: reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) pela acéo das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa oxidase (GO)

e glutationa redutase (GR).
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Para a determinagdo da glutationa reduzida (y-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH),
400 uL das amostras da suspensdo de lisado celular foram adicionados a 800 uL de
tampdo Tris-HCI (0,4 M, pH 8,9) e 20 ul do crom6geno DTNB (5,5'-ditiobis-(acido 2-
nitrobenzdico)), também chamado reagente de Ellman. Por fim, a absorbancia foi medida
por espectrofotometria a 412 nm (UV ASYS 340, Biochrom, Cambridge, Reino Unido),
usando como curva de calibracdo um padrdo de GSH. Os resultados foram expressos em
nmol GSH/ mg de proteinas (SHARMA et al., 1997).

4.8 Determinacéao dos niveis de KIM-1 no sobrenadante de células renais HK2

Os niveis de KIM-1 foram determinados no sobrenadante de HK2 usando um
ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) comercial (R & D Systems, Inc - Cat.
DY1750, Minneapolis, MN). Pocos da placa de ELISA foram revestidos diluindo o
anticorpo de captura (72 pg/mL) para uma concentracdo de trabalho de 0,4 pg/mL em

PBS, obtendo-se o volume final de 100 puL em cada poco. A placa foi selada e incubada
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overnight a temperatura ambiente. Cada placa foi lavada duas vezes com 400 uL de
tamp&o de lavagem (Tween-20 a 0,05% em PBS). As placas foram bloqueadas pela
adi¢do de 300 pL de BSA a 1% em PBS durante 2 horas. 100 pL de padrao de KIM-1
recombinante humano (nas concentracdes de 0 a 20 ng / mL) e sobrenadante do cultivo
das células HK2 foram adicionados aos seus respectivos pogos e colocados temperatura
ambiente durante 2 horas. A placa foi lavada novamente e 100 pl de anticorpo biotinilado
caprino anti-KIM-1 (400 ng/mL) foram adicionados a cada poco. A placa foi incubada a
temperatura ambiente durante 2 horas, o passo de lavagem foi repetido e, apds, 100 pL
de estreptavidina-HRP foram adicionados a cada po¢o e incubados a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Apés lavagem, 100 pL da solucdo de substrato foram
adicionados a todos 0s pocos e incubados a temperatura ambiente durante 7 minutos. A
reacao foi parada adicionando 50 de solucdo de paragem a todos os pocos. A absorbancia
foi medida a 450 nm com uma correcdo de absorbancia a 540 nm. A concentracdo de
KIM-1 foi calculada com base na curva padrao e expressa em termos absolutos em ng/mL
de sobrenadante.

4.9 Investigacdo da inibicdo da enzima NADPH-oxidase

No intuito de se avaliar a interacdo do Bisabolol com a enzima NADPH-oxidase,
foi estudada a capacidade in vitro da enzima de converter o substrato em produtos na
presenca de Bisabolol e também foi investigada a interacao tedrica in silico do Bisabolol

com a isoforma NOX4 da enzima.

4.9.1 Determinacdo da atividade enzimatica

Para determinacéo da atividade enziméatica de NADPH-oxidase, foi utilizado um
kit comercial (Abcam®, Cambridge, UK) e respeitando as orientagfes do fabricante.
Resumidamente, 4 x 10° células HK2 foram utilizadas para cada ensaio. Os grupos
experimentais foram divididos em controle, que sdo as células ndo expostas ao BIS e
grupos tratados com BIS (nas concentragfes de 250 e 62,5 uM) por 2 horas, todos 0s
testes foram realizados em duplicata. Em seguida, foram centrifugadas (4000 RPM, 5
minutos), lavadas com PBS gelado duas vezes e, em seguida, ressuspendidas em tampao
de extracdo de NADP+/NADPH. Os tubos foram aquecidos em banho-maria a 60 °C por

30 minutos a fim de decompor 0 NADP+, restando apenas NADPH no meio reacional.
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Finalmente, 50 pL do sobrenadante de cada amostra foram adicionados a 50 pL de
mistura reacional em placas de 96 pocos. As placas foram incubadas sob agitagéo a 37°C
e lidas por espectrofotometria ap6s 0, 1, 2, 3, 4 e 5 minutos a 450 nm. Foi realizada a
construcdo de uma curva-padrdo, utilizando amostra referéncia fornecida pelo kit. As
leituras de absorbancia foram utilizadas para determinacdo da atividade enzimatica nos
grupos experimentais, seguindo as orientac6es do fabricante, indicando a concentragéo
de NADPH (substrato) presente nas amostras.

4.9.2 Docking molecular

Os ensaios in silico foram realizados no Laboratorio de Engenharia de Materiais
e da Computacdo de Sobral (LEMCS), sob orientacdo do prof. Dr. Ricardo Santos. A
avaliacdo da interacdo tedrica do BIS com NADPH-oxidase foi realizada em comparacgéo
com o sitio ocupado pela Apocinina, um métoxi-catecol extraido de uma diversidade de
plantas, a qual é um eficiente inibidor do complexo NADPH-oxidase e seu mecanismo
oxidacdo catalisada por peroxidases (KANEGAE et al., 2010). Para isso, a estrutura
tridimensional da subunidade p47phox da NADPH-oxidase (NOX4) (GenBank ID:
P14598) foi obtida do RBSC Protein Data Bank, um website de livre acesso que contém
informacgBes sobre a estrutura tridimensional de diversas proteinas. A otimizacdo
geométrica da estrutura do (-)-a-Bisabolol (PUBCHEM CID 1549992) foi realizada
utilizando um método semiempirico PM7 pelo programa MOPAC2012 (disponivel em
http://openmopac.net). A identificacdo dos potenciais sitios de ligacéo entre a molécula
otimizada de BIS e NOX4 foi realizado pelo método de docking molecular, utilizando o
programa Autodocking Vina (Molecular Graphics Lab). Nesse programa, € realizada a
busca de todos os possiveis modos de ligacdo entre proteina-alvo e ligante. Cada possivel
conformacao foi avaliada por escores baseados na energia, complementaridade e forcas
eletrostaticas. Graficos moleculares foram construidos usando o software UCSF Chimera
1.8 package (PETTERSEN et al., 2004).

4.10 Western Blot

A identificag&o de proteinas em amostras &, com frequéncia, realizada através da

técnica do Western blot. A técnica se baseia em duas etapas, cuja primeira é a separagédo
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dos diferentes tipos de proteinas em uma cuba eletroforética, de acordo com seus pesos
moleculares. A segunda etapa se caracteriza pela transferéncia das proteinas para uma
membrana, permitindo a identificagéo destas utilizando-se um anticorpo que reconheca o
epitopo da proteina de interesse, sendo, portanto, este um imunoensaio, uma

representacdo das etapas do western blot esta contida na figura 18.

Figura 18. Representacdo da andlise de proteinas por Western blot.
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Fonte: O autor.

Dessa forma, o presente trabalho utilizou a técnica do Western Blot a fim de
analisar alteracbes na expressao da isoforma NOX4 da enzima NADPH-oxidase em
células HK2 em condic¢des normais e apos passarem pelo modelo de I/R in vitro. Foi
avaliado também se o tratamento com Bisabolol foi capaz de gerar alguma interferéncia

no nivel de expressao dessa enzima.
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4.10.1 Extracdo e quantificacdo de proteinas

Visando a extracdo das proteinas das amostras, células HK2 em cultivo que
foram submetidas ou ndo ao modelo de lesdo por I/R e/ou foram tratadas com Bisabolol
foram lavadas duas vezes com PBS gelado e, em seguida, adicionaram-se 300 uL de
tampé&o RIPA (TrisHCI 50 mM; pH 7,4; NaCl 150 mM; deoxicolato de sédio 0,25%; NaF
10 pg/mL e EDTA 1 mM) gelado adicionado coquetel inibidor de protease (1:100 de
fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) a 2mM e o ortovanadato de sodio, um inibidor de
fosfatase, a 1 mM). Em seguida, o material contido em placas de seis pocos foi deslocado
mecanicamente com um cell lifter nesta e transferiu-se o conteddo para tubos tipo
eppendorf. As amostras ficaram em gelo por 2 horas e a cada 20 min eram agitadas no
vortex e sonicadas por 5 min, visando garantir a lise completa das células. Ao final, o
material foi centrifugado a 8000 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi separado e

conservado a -20°C para posterior quantificacdo das proteinas totais.

A quantificagdo de proteinas totais foi realizada por método colorimétrico
(LOWRY et al., 1951) segundo metodologia do fabricante do kit comercial (BioRad
Laboratories). Para calibracdo do método foi realizada uma curva padrdo de proteina
utilizando a albumina sérica bovina (BSA) em diluicdes que iam de 2,5 a 0,25 mg/mL,
diluida em tampao RIPA. Em seguida, 5 uL de cada amostra ou BSA diluida, foram
colocados em triplicata na placa de 96 pocos. Adicionou-se, entdo, 25 uL da solugdo A ¢
200 pL do reagente B, ambos contidos no kit comercial. A placa foi incubada no escuro
sob agitacao leve por 10 min e a leitura da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 750 nm. A concentracdo de proteina em cada amostra foi
determinada por meio de regressdo linear da curva gerada pelo BSA, ao ser plotado o

grafico da absorbancia versus quantidade de proteinas.

Precedendo os experimentos, os volumes das amostras foram ajustados a
concentracdo de 1 mg de proteina/ml e desnaturadas em banho a 96°C em tampao de
amostra contendo SDS (dodecilsulfato de sodio) por 5 minutos.

4.10.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida e transferéncia

Para a separagdo das proteinas por peso molecular, foi realizada a eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE) em sistema vertical BioRad Laboratories mini-
PROTEAN® Tetra Cell, conforme padronizado anteriormente (TOWBIN et al., 1979).
Foi utilizado um gel composto por 10% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 1,5M, pH
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8,8 (BioRad Laboratories). Foi adicionado acima deste gel, um “stacking gel”, ou gel de

empacotamento com 5% de poliacrilamida em tampé&o Tris-HCI 0,5M, pH 6,8.

Precedendo o inicio da corrida eletroforética, em um dos pogos do gel foi
adicionado um marcado de peso molecular (Full-Range Rainbow Marker: 12 — 225 kDa;
GE Healthcare) e nos demais pogos foram adicionados 20 pL da proteina extraida
desnaturada de cada amostra (correspondente a 20 pg de proteina total por poco). Foi
realizada a separacgdo utilizando um potencial elétrico gerado por uma voltagem constante
de 125 V e amperagem livre (Fonte elétrica modelo PowerPac™, modelo HCPower
Supply) a temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora e meia, até o marcador de

peso molecular se mostrar completamente separado no gel.

As proteinas separadas foram transferidas para uma membrana nitrocelulose
(BioRad Laboratories). A membrana foi previamente molhada em metanol e colocada em
contato com o gel em suporte apropriado para a eletrotransferéncia pelo método de
imersdo (BioRad Laboratories, modelo MiniTrans Plot Modulo), contendo papéis de
filtro e esponjas molhados com tampdo de transferéncia gelado (Tris-HCI 25 mM; pH
8,3; glicina 192 mM e metanol 20%). A eletrotransferéncia foi realizada sob diferenca de
potencial elétrico gerado por amperagem constante de 400 mA, voltagem livre e

temperatura de 4 °C durante 2 h.

4.10.3 Imunodeteccédo

Com o término da transferéncia, as membranas ficaram incubadas overnight com
solugéo de BSA 5% em tampao Tris salina contendo 0,1% de tween 20 (TBST, pH 8,0)
visando bloqueio de interacGes inespecificas do anticorpo com a membrana. Em seguida,
a membrana foi incubada por uma hora com o anticorpo priméario de reconhecimento da
isoforma Nox4 (~65 kDa) da NADPH-oxidase (Abcam, Cambridge, UK) diluido 1:1000
em BSA 5% em TBST. O anticorpo primario anti f3-actina (Abcam, Cambridge, UK) foi
utilizado como padré@o enddgeno de proteina constitutiva.

As membranas foram novamente submetidas a 5 lavagens com TBST 1x sob
agitacdo moderada (5 minutos/lavagem) e incubadas com o anticorpo secundario anti-
rabbit IgG conjugado com enzima peroxidase (Abcam, Cambridge, UK), diluido na
proporcao de 1:3000 em BSA 5% em TBST. Para deteccéo por quimioluminescéncia, foi

utilizado o reagente Clarity™ ECL (BioRad Laboratories). O reagente foi incubado com
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as membranas no escuro por 5 minutos e a aquisicdo de imagens foi realizada no
equipamento ChemiDoc™ MP Imaging System (BioRad Laboratories). Para analise das
imagens foi utilizado o Software Image Lab™ Software versiao 5.1 (BioRad
Laboratories). Apos a normalizacdo com a expressdo da proteina constitutiva -actina, foi
atribuida a media do grupo controle um score de valor 1,0 e os resultados dos demais

grupos foram expressos como unidades arbitérias de expressdo relativa.

4.11 Analise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM).
Para comparacdo estatistica entre os grupos experimentais, foi utilizado one-way
ANOVA seguido pelo post-test de Bonferroni. Como critério de significancia foi aceito
p < 0,05. As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism5.0
(EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 Ensaios de viabilidade celular

Inicialmente, com o objetivo de avaliar a citotoxicidade do Bisabolol nas células
renais HK2, foi realizado o ensaio MTT visando tracar uma faixa de concentracfes
adequadas para trabalho, ou seja, concentra¢es que ndo sejam consideradas toxicas. Foi
observado que, nas concentragdes avaliadas, o Bisabolol diminuiu a viabilidade celular
nas concentracdes de 500 e 1000 uM em condic¢Bes normais de aerobiose, portanto, essas

concentracdes foram descartadas dos ensaios posteriores (Figura 19 e tabela 1).

Figura 19. Ensaio de viabilidade celular de redugdo do MTT mostrando a toxicidade do

Bisabolol em células renais HK2.
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Os resultados sdo mostrados como média + SEM. p <0,05 comparado aos grupos de controle de veiculo.
Para anélise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pés-teste de Bonferroni, C- = Controle negativo;
*p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 1. Percentual de viabilidade das células renais HK2 submetidas a I/R in vitro e

tratadas com diferentes concentracfes de Bisabolol (LM).

Viabilidade Celular (%0)

Controle negativo 979+13
Bisabolol 31,25 uM 92,8+0,9
Bisabolol 62,5 uM 96,7+1,2
Bisabolol 125 uM 932+15
Bisabolol 250 uM 954+1.2
Bisabolol 500 uM 81,7+1,8*
Bisabolol 100 uM 72,6 £1,5*

Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pés-teste de

Bonferroni. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A hipoxia associada a rapida oxigenacdo e consequente desequilibrio redox é
uma caracteristica pronunciada de lesdes por isquemia/reperfusdo. Nesse contexto, na
figura 20 e tabela 2 é possivel observar que a I/R foi capaz de reduzir a viabilidade celular
para aproximadamente 50% quando comparado ao controle. Além disso, células que
foram submetidas a I/R e foram subsequentemente tratadas com Bisabolol mostraram um
efeito protetor, indicado pelo aumento ou manutencdo da viabilidade, especialmente na
concentracdo de 62,5 UM, que ap0ds 24 horas de tratamento mostrou uma viabilidade de
77,5% em relagdo ao grupo controle, sendo considerada a mais baixa concentracéo a
apresentar efeito protetor. Na concentracdo de 250 um apresentou-se uma viabilidade de

72,5%; entdo essas duas concentracfes foram escolhidas para os proximos experimentos.
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Figura 20. Ensaio de viabilidade celular de reducdo do MTT mostrando a morte de

células renais HK2 ap6s isquemia/reperfusdo e a recuperacdo ap0s a exposicdo ao

Bisabolol.
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Os resultados sdo mostrados como média + SEM. p <0,05 comparado aos grupos de controle de veiculo.

Para anélise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pés-teste de Bonferroni, C- = Controle negativo;

I/R = isquemia/reperfuséo; *p<0,05 em relacdo ao grupo controle; #p<0,05 em relacdo ao grupo I/R.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 2. Percentual de viabilidade das células renais HK2 submetidas a I/R e tratadas

com diferentes concentracOes de Bisabolol (LM).

Viabilidade Celular (%0)

Controle negativo 98,3+1,3
Isquemia/reperfusdo 50,7 £2,1*
Bisabolol 31,25 uM 58,3+ 1,7#
Bisabolol 62,5 uM 775+ 1,9%#
Bisabolol 125 uM 72,8 £ 0,9%#
Bisabolol 250 uM 72,5+ 1,8%#

Os dados estdo expressos como média padrdo £ EPM e avaliados por one-way ANOVA com poés-teste de

Bonferroni. *p<0,05 em relacéo ao grupo controle; #p<0,05 em relacdo ao grupo I/R.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Ensaios por citometria de fluxo
5.2.1 Avaliagdo do mecanismo de morte celular

A morte dos diversos tipos celulares que compdem o tecido renal é o processo
envolvido com o estabelecimento da LRA por I/R. De modo a avaliar o mecanismo de
morte celular envolvido no modelo de I/R utilizado, foi realizado um ensaio de citometria
de fluxo utilizando marcagdo com 7AAD/Anexina V-PE, cujos resultados numéricos sdo

representados na figura 21 e expressos na tabela 3.

As células submetidas a I/R mostraram marcacéo significativa com Anexina-V
(TAAD/Anx*) (35,9% dos eventos) quando comparadas ao controle, indicando que o
mecanismo de morte celular poderia ter ocorrido por apoptose, uma vez que a anexina
reconhece a fosfatidilserina externalizada como sinalizagc&o da morte celular programada.
Além disso, uma populacdo de células duplamente marcadas (7AAD'/Anx") estava
presente no grupo I/R, indicando apoptose tardia ou necrose secundaria (16,17% dos
eventos); o grafico de densidade comparativa sdo mostrados na Figura 22. Nas

concentracgdes utilizadas, o Bisabolol foi capaz de reduzir a morte celular, pois o grupo
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tratado com 250 uM de Bisabolol reduziu a populagdo marcada com Anexina-V em
26,9% dos eventos e a populacdo de células duplamente marcadas em 6,9%.
Adicionalmente, o grupo tratado com Bisabolol 62,5 puM apresentou um padrdo
semelhante, reduzindo a populacdo marcada com Anexina V para 26,3% e a populacéo
duplamente marcada para 4,4%.

Figura 21. Representacdo do ensaio de avaliagdo da via de morte celular. As células
necroticas foram marcadas por 7AAD (7-aminoactinomicina), enquanto as células

apoptoticas foram marcadas por Anx (anexina V).
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Os dados foram expressos em média da porcentagem de distribuicdo de eventos (células) + SEM. I/R =
isquemia/reperfusdo; *p <0,05 vs. grupo controle; #p<0,05 vs. I/R. Para andlise estatistica, foi utilizado
ANOVA, seguido de p6s-teste de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 3. Andlise do percentual de células marcadas por 7AAD (7-aminoactinomicina)

e/ou anexina V no ensaio de citometria de fluxo, usando células submetidas ao modelo

de I/R in vitro e tratadas com diferentes concentracdes de Bisabolol (uM).

Eventos (%) 7TAAD/Anx  7AAD*/Anx® T7AAD'/Anx 7AAD/Anx*
Controle 98,4+0,8 0,6 £ 0,02 0,6 +£0,05 0,4+0,09
I/R 39,7+1,2* 16,2 £ 1,9* 0,9+ 0,06 358+ 1,2*
Bisabolol 250 uM 58,9+ 1,7*# 6,9 + 0,3*# 15+0,1 26,9+ 1,0*#
Bisabolol 62,5 uM 72,6 +£2,0%% 4,4 +£0,09%# 0,4 +£0,05 26,3 £ 0,6*#

BIS = (-)-a-Bisabolol; I/R = Isquemia/Reperfusdo; 7TAAD/Anx = células viaveis; 7AAD*/Anx = células

necroticas; 7AAD/ANnx* = células apoptoticas; 7TAAD*/Ax* = células em apoptose tardia. Os dados estdo

expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni.

*p<0,05 em relagdo ao grupo controle; #p<0,05 em relacdo ao grupo I/R.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 22. Gréaficos density plot representativos da densidade comparativa da avaliacéo
da via de morte celular. As celulas necréticas foram marcadas por 7AAD (7-

aminoactinomicina), enquanto as células apoptéticas foram marcadas por anexina V.
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(A)Grupo controle; (B) grupo Isquemia/Reperfusdo (I/R); (C) células tratadas com Bisabolol a 250 puM;
(D) células tratadas com Bisabolol a 62,5 uM.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.1 Anaélise da producéo de ERO citoplasmaticas.

Uma das principais causas de morte celular por apoptose € o estresse oxidativo
causado pelo acumulo intracitoplasmatico de ERO, o que leva a oxidacao de lipidios de
membrana, degradacdo do DNA, formacdo de corpos apoptoticos e Apoptose. Nesse
sentido, a afericdo da producdo de ERO intracitoplasmética foi realizada através da

medicao da fluorescéncia relativa a oxidagcdo do DCFH-DA.

Inicialmente, a figura 23 e a tabela 4 mostram, em termos de intensidade de

fluorescéncia relativa, que o protocolo I/R foi capaz de aumentar a producdo de ERO em
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30% dentro da célula. Além disso, o tratamento com Bisabolol ap6s I/R reduziu essa
elevacdo para 15,1% no grupo de 250 UM e para 7,4% no grupo de 62,5 uM. Histogramas
representativos das populagdes celulares séo mostrados nas figuras 24 e 25.

Figura 23. Analise do estresse oxidativo e producdo de ERO citoplasmaticas em células

renais HK2 por citometria de fluxo através do ensaio utilizando o DCFH-DA.
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Os dados sdo expressos como fluorescéncia relativa ao controle + SEM. p <0,05. Os dados foram analisados
por one-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs. I/R. I/R =
Isquemia/reperfuséo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4. Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio citoplasmaticas.
Intensidade de fluorescéncia relativa (IFR) das células renais HK2 submetidas ao modelo
de I/R e tratadas com diferentes concentracfes de Bisabolol.

Controle I/'R 31,25 uM 62,5 uM

IFR 1,00 + 0,02 1,31 +0,01* 1,15+ 0,02*# 1,07 £ 0,02*#

Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way ANOVA com poés-teste de
Bonferroni. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle; #p<0,05 em relacdo ao grupo I/R. I/IR =

Isquemia/reperfusao.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 24. Histograma representativo do ensaio com DCFH-DA, apresentando o grupo

tratado com Bisabolol na concentracdo de 250 M.
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Estdo apresentados o grupo controle, I/R (isquemia/reperfusdo) e tratado com Bisabolol 250 uM. Os picos

representam a contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva fluorescéncia.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 25. Histograma representativo do ensaio com DCFH-DA, apresentando o grupo

tratado com Bisabolol na concentragéo de 62,5 puM.
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Estdo apresentados o grupo controle, I/R (isquemia/reperfusdo) e tratado com Bisabolol 62,5 M. Os picos

representam a contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva fluorescéncia.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.2 Auvaliacao do potencial transmembranico mitocondrial

Situacgdes de hipdxia ou acumulo de ERO podem levar a disfuncdo mitocondrial,
especialmente no contexto do potencial elétrico transmembrana, essencial para a
respiragao celular. O A¥Ym foi medido usando uma sonda fluorescente chamada
Rhodamine-123. A figura 26 e a tabela 5 mostram os resultados em termos de intensidade
de fluorescéncia relativa. Os dados permitem observar que o grupo I/R mostrou
aproximadamente apenas metade do potencial mitocondrial comparado ao grupo
controle, indicado pela diminuicdo no acumulo e, consequentemente, na marcacdo de
Rho-123. Além disso, o Bisabolol aproximou o A¥m dos grupos tratados com o do grupo
controle. O grupo tratado com Bisabolol 250 uM apresentou 61,2 % de A¥m e o grupo
tratado com Bisabolol 62,5 uM apresentou um resultado melhor, aumentando A¥Ym para
83,5 % com relacdo ao controle. Histogramas representativos das populac6es celulares
sdo mostrados nas Figuras 27 e 28.
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Figura 26. Analise do potencial transmembranico mitocondrial em células renais HK2

por citometria de fluxo através do ensaio utilizando a Rodamina 123.
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Os dados sdo expressos como fluorescéncia relativa ao controle + SEM. p <0,05. Os dados foram analisados
por one-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs. I/R. I/R =
Isquemia/reperfuséo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 5. Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial. Intensidade de
fluorescéncia relativa (IFR) das células renais HK2 submetidas ao modelo de I/R e

tratadas com diferentes concentracdes de Bisabolol.

Controle I/IR Bisabolol 31,25 uM Bisabolol 62,5 uM

IFR 100+0,02 051+0,01* 0,61 + 0,01*# 0,83 + 0,02*#

Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pés-teste de
Bonferroni. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle; #p<0,05 em relacdo ao grupo I/R. I/R =
Isquemia/reperfuséo.

Fonte: Elaborado pelo autor.



62

Figura 27. Histograma representativo do ensaio com Rodamina 123, apresentando grupo

tratado com Bisabolol na concentragéo de 250 pM.
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Estdo apresentados o grupo controle, I/R (isquemia/reperfusdo) e tratado com Bisabolol 250 puM. Os picos

representam a contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva fluorescéncia.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 28. Histograma representativo do ensaio com Rodamina 123, apresentando grupo

tratado com Bisabolol na concentragéo de 62,5 puM.
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Estdo apresentados o grupo controle, I/R (isquemia/reperfusdo) e tratado com Bisabolol 62,5 pM. Os picos

representam a contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva fluorescéncia.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3 Microscopia eletronica de varredura de células renais HK2

No sentido de associar os resultados celulares e bioguimicos obtidos com a
avaliacdo do dano celular direto, alteracdes qualitativas nas células HK2 foram analisadas
por microscopia eletronica de varredura (MEV), como mostrado nas Figuras 29, 30, 31 e
32. Células normais foram utilizadas como controle, enquanto as células submetidas ao
protocolo de lesdo de I/R apresentaram alteragdes ultraestruturais, como retragdo do
volume celular, formagdo de corpos apoptéticos por fragmentacdo citoplasmatica e
diminuicdo adeséo a matriz extracelular. Os tratamentos com Bisabolol nas concentracdes

de 250 e 62,5 uM foram capazes de reverter parcialmente as alteracdes.

Figura 29. Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura de células renais

HK2 do grupo controle.

As imagens foram obtidas com o Microscopio Quanta 450 FEG-FEI (x50.000).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 30. Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura de células renais

HK2 submetidas a isquemia/reperfuséo.

As imagens foram obtidas com o Microscopio Quanta 450 FEG-FEI (x50.000).

Fonte: Elaborado pelo autor.



65

Figura 31. Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura de células renais

HK2 submetidas a isquemia/reperfusao e tratadas com Bisabolol na concentracéo de 250
MM,

As imagens foram obtidas com o Microscopio Quanta 450 FEG-FEI (x50.000).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 32. Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura de células renais
HK?2 submetidas a isquemia/reperfusdo e tratadas com Bisabolol na concentracéo de 62,5
M.

As imagens foram obtidas com o Microscopio Quanta 450 FEG-FEI (x50.000).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Determinacao dos niveis de TBARS e GSH

A fim de avaliar a presenca de ERO e os danos causados pelo estresse oxidativo
nas células, os niveis de TBARS e GSH foram medidos. No grupo I/R foi observado um
aumento significativo da concentracdo de TBARS (Figura 33), e uma diminuicdo nos
niveis da forma reduzida da glutationa (GSH) (Figura 34) quando comparados com 0
controle. Além disso, o tratamento com Bisabolol foi capaz de reduzir essas alteracdes de
forma dependente da concentracdo, sugerindo que o Bisabolol tem um efeito antioxidante
direto nas células HK2, impedindo a oxidag&o de lipidios, especialmente os fosfolipidios
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da membrana e aumentando as defesas antioxidantes das células, como é o caso da GSH.

Os dados numéricos estdo expressos na tabela 6.

Figura 33. Avaliacdo do estresse oxidativo atraves da medida das concentracfes de

substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em células renais HK2.

60~
<
k=
[¢D]
§ 40
o ] *4
© —_
£ %
(@)

*

f; 20- _#
g(: #
o0
|_

0 | | | |

C- I/R 31,25 62,5 125 250

Bisabolol (uM)

Os dados sdo expressos como média + SEM. C- = Controle negativo; I/R = isquemia/reperfusdo. Os dados

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

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 34. Avaliacdo do estresse oxidativo através da mensuracdo dos niveis de

glutationa reduzida (GSH) em células renais HK2.
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Os dados sdo expressos como média + SEM. C- = Controle negativo; I/R = isquemia/reperfusdo. Os dados

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

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 6. Avaliacdo do estresse oxidativo através da mensuracdo dos niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e de glutationa reduzida (GSH) em
células renais HK2.

TBARS (ng/mg) GSH (nmol/mg)
Controle negativo 10,3+0,5 27,2+15
Isquemia/reperfusdo 50,1 +1,3* 12,6 +0,8*
Bisabolol 31,25 uM 33,4 + 0,9*# 13,45 +0,8*
Bisabolol 62,5 uM 252+ 1,1*# 17,0 £ 0,7*#
Bisabolol 125 uM 18,2 + 0,9*# 20,2 £ 0,4*#
Bisabolol 250 uM 10,4 + 0,6*# 21,8 £ 0,6*#

Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pds-teste de
Bonferroni. *p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs. I/R.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Mensuracéo dos niveis de KIM-1

Células tubulares proximais sdo potencialmente propensas a sofrer os danos
oxidativos por serem acentuadamente funcionais. Com o objetivo de analisar o dano
especifico nas células renais, avaliou-se a liberacdo de KIM-1 no sobrenadante da cultura,
uma vez que, sabendo-se que este é um tipo de receptor fosfatidilserina, pode-se inferir
que sua liberacdo apresente uma especificidade relacionada ao dano epitelial no tubulo

proximal.

A figura 35 e a tabela 7 mostram que o protocolo de I/R foi capaz de triplicar os
niveis basais de KIM-1 encontrados no grupo controle. Adicionalmente, O Bisabolol
reduziu os niveis de KIM-1 no sobrenadante em todas as concentragdes avaliadas,
indicando que o tratamento pode proteger as células renais tubulares dos danos causados

pela I/R.
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Figura 35. Niveis de Molécula de Lesdo Renal (KIM-1) no sobrenadante de células renais

HK2.
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Os dados sdo expressos como média + SEM. I/R = Isquemia/reperfusdo. Os dados

analisados por one-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. controle;

#p<0,05 vs. IR.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 7. Niveis de Molécula de Lesdo Renal (KIM-1) no sobrenadante de células HK2.

KIM-1 (ng/mL)

Controle negativo 51+0,2

Isquemia/reperfusdo 15,3 £+ 0,4*
Bisabolol 31,25 uM 13,2 £ 0,3*#
Bisabolol 62,5 uM 10,5 + 0,6*#
Bisabolol 125 pyM 10,6 + 0,3*#
Bisabolol 250 uM 11,2 £ 0,3*#

Os dados estdo expressos como média padrdo £ EPM e avaliados por one-way ANOVA

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

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6 Inibicdo da enzima NADPH-oxidase

Substancias antioxidantes, no microambiente celular, podem agir diretamente
nas ERO pré-formadas ou prevenindo a formagdo destas em vias enzimaticas. Visando
compreender melhor 0 mecanismo de protecdo contra os danos relacionados a I/R, a
inibicdo da enzima NADPH-oxidase foi investigada, uma vez que esta é uma das
principais fontes de ERO em condigdes fisioldgicas e patoldgicas no epitélio tubular. Para
tanto, foram utilizadas duas metodologias: a primeira foi a avaliacdo da atividade
enzimatica in vitro através da medicéo da producédo do substrato NADPH; a segunda foi
a andlise in silico do acoplamento molecular visando analisar a interagdo molecular do

Bisabolol com a enzima.

5.6.1 Ensaio de avaliacdo da atividade enzimatica
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NADPH exerce um importante papel na regulacdo do equilibrio redox nas
células e previne contra danos oxidativos, portanto o NADPH funciona como um
antioxidante endogeno. Como demonstrado na figura 36 e na tabela 8, em nossos
experimentos, o Bisabolol nas concentragdes estudadas mostrou-se capaz de induzir a producao
de NADPH possivelmente através da inibicdo de sua oxidacdo pela enzima NADPH-oxidase,
indicando, portanto, um potencial antioxidante e protetor no contexto da leséo renal por
isquemia/reperfusdo.

Figura 36. Efeito do Bisabolol sobre a producdo de NADPH em células renais HK2.
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Os dados séo expressos como média + SEM. Os dados analisados por one-way ANOVA com pos-teste de
Bonferroni. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 8. Produgdo de NADPH em células renais HK2 na presenca de Bisabolol.
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Tempo (minutos) Controle BIS 250 uM BIS 62,5 uM
1 11,5+0,02 13,3+ 0,09 14,5+ 0,03
2 25,8+0,2 31,704 36,6 £0,3
3 36,8+0,4 52,1+0,3* 53,7 + 0,4*#
4 52,1+0,3 63,9 £ 0,6* 72,6 £0,9*#
5 56,2+ 0,7 65,1 +0,5* 73,7 +0,3*#

Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way ANOVA com poés-teste de

Bonferroni. *p<0,05 em relacéo ao grupo controle; #p<0,05 em relacdo ao grupo I/R.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6.2 Ensaio de Docking molecular

No ensaio in silico de previsdo tetrica por docking molecular, o Bisabolol
interagiu com o dominio SH3A, contido no sitio p47phox presente na isoforma Nox4 e
que é o mesmo sitio de ligacdo da apocinina, inibidor enzimatico amplamente descrito na
literatura. A figura 37 apresenta detalhe do sitio de ligagdo do Bisabolol com a enzima,
mostrando os principais residuos envolvidos (considerando uma distancia de 2.5 A) ea
presenca de duas ligac6es de hidrogénio entre o ligante e o residuo de metionina MET175.
Adicionalmente, os principais residuos envolvidos sdo metionina (MET175), serina
(SER173), fenilalanina (PHE195) e triptofano (TRP193), presentes no sitio catalitico da
enzima, sugerindo que essas interagdes com o Bisabolol podem interferir na atividade da

enzima NADPH-oxidase.
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Figura 37. Simulagéo de acoplamento molecular do Bisabolol com a isoforma NOX4 por
Docking molecular.

Bisabolol

Bisabolol

(A) Representagdo do acoplamento molecular do Bisabolol com a isoforma NOX4 da enzima NADPH-
oxidase; (B) indicacdo em perspectiva da interacdo do Bisabolol com os aminoacidos do sitio p47phox

presente na isoforma NOX4.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.7 Avaliacao da expressdo de NOX4 em células renais HK2 por Western Blot

Com o intuito de se avaliar nas células HK2 a influéncia do processo de I/R e do
tratamento com o Bisabolol, foi feita a analise da expressao de proteinas por Western
Blot. Foram extraidas as proteinas das células ndo tratadas, referentes ao grupo controle,
as células que passaram pelo procedimento de I/R, chamado grupo lesdo e aquelas células
que, além de serem submetidas a I/R, foram tratadas com Bisabolol nas concentrac¢des de
250 e 62,5 pM, respectivamente, essas concentracfes foram escolhidas por terem

mostrado efeito protetor no ensaio de viabilidade celular.

Dessa forma, foi analisada a expressao da isoforma NOX4 da enzima NADPH-
oxidase normalizada pela anélise concomitante da expressao da proteina constitutiva -
actina, conforme demonstrado na figura 38. A isoforma NOX4 é a mais abundante no
tecido renal e € uma das responsaveis pelos efeitos fisiologicos e patolégicos da enzima
nesses orgdos. Conforme dados contidos na figura 39 e na tabela 9, as analises permitiram
observar que, nas células que passaram pela lesdo por I/R os niveis intracelulares da
NOX4 praticamente triplicaram quando comparados com os do grupo controle. Ademais,
o0 tratamento com o Bisabolol se mostrou capaz de reduzir os niveis de NOX4 ap6s I/R,
indicativo de protecdo celular. Na concentracdo de 250 uM, o Bisabolol reduziu em
50,2% a expressdo da enzima quando comparado com o grupo I/R; ja na concentracdo de
62,5 uM, a reducao foi de 20%.

Juntos, esses dados sugerem que o efeito nefroprotetor do Bisabolol pode se dar
através na inibicdo da expressdo da enzima NADPH-oxidase, sobretudo a isoforma
NOX4, sendo essa uma das principais responsaveis pela geracdo de ERO intracelular.
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Figura 38. Fotografia representativa do ensaio de Western blot, representando a
expressdo da enzima NADPH-oxidase (isoforma NOX4) em células renais HK2 em

comparagao com a expressao de B-actina em células expostas a isquemia/reperfuséo (I/R).

NOX4 AR o —

B-actin I__ — —

C- /R 250 62.5
Bisabolol pM

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 39. Expressdo relativa de NOX4 em células renais HK2 submetidas a

isquemia/reperfusédo (I/R) e tratadas com Bisabolol.
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Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pés-teste de

Bonferroni. *p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs. I/R.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 9. Valores de densidade relativa obtidos no ensaio de Western Blot.

Densidade Relativa

Controle  Isquemia/reperfusdo 31,25 62,5

NOX4/B-actina 0,99 + 0,02 2,99 + 0,04* 1,49 +0,08# 2,48+0,07#

Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way ANOVA com poés-teste de
Bonferroni. *p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs. I/R.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6. DISCUSSAO

A LRA causada por I/R é um fendmeno multifatorial e complexo que pode levar
a diversos desfechos, inclusive, em muitos casos, a faléncia multipla de 6rgdos e morte
(PARIKH et al., 2017). Os mecanismos que ddo inicio a LRA ainda ndo estdo claros;
contudo, j& é bem descrito que, durante a I/R renal, as ERO produzidas pelas mitocondrias
desempenham um papel importante na lesdo tecidual. Os mecanismos subjacentes aos
danos renais costumam ser multifatoriais e interdependentes, envolvendo hipdxia, dano
por estresse oxidativo e resposta inflamatdria. Nesse contexto, o estresse oxidativo pode
levar a oxidacdo da membrana fosfolipidica e consequente inflamagdo (ZHAO et al.,
2018).

Devido a relevancia dessa condicdo patoldgica, se faz necessaria a descoberta de
novas moléculas capazes de proteger o rim deste tipo de lesdo. Previamente, nosso grupo
de pesquisa demonstrou o potencial nefroprotetor do (-)-a-Bisabolol (SAMPAIO et al.,
2016) em modelo de I/R. Assim, decidimos investigar o mecanismo do efeito
nefroprotetor de Bisabolol em um modelo in vitro de LRA.

Nesse estudo, foram utilizadas células renais HK2, visto que sdo uma linhagem
celular imortalizada de tabulos proximais de humanos saudaveis e sdo amplamente
utilizadas em estudos de citotoxicidade, da funcdo renal e de efeitos de farmacos em
estudos translacionais (RYAN et al., 1994).

A metodologia experimental utilizada neste estudo € um modelo bem descrito e
estabelecido, que mimetiza a hipoxia e a reoxigenacao que ocorrem no processo de I/R
(CHOI et al., 2016; YOON et al., 2017; WENG et al., 2018). No presente estudo, foi
avaliada a recuperacdo de células renais humanas apés a lesdo por I/R e consecutivo
tratamento com Bisabolol. Esse método permite a avaliagcdo isolada das células sem
interferéncia de mecanismos teciduais compensatérios ou de mediadores biologicos

extrarrenais.

Quando submetidas ao ensaio do MTT, as células tratadas com Bisabolol
apresentaram reducdo da viabilidade celular apenas nas duas maiores concentragoes
testadas. Assim, essas duas concentracBes foram excluidas dos demais ensaios,
mantendo-se no estudo as concentragdes subtdxicas. A baixa citotoxicidade do Bisabolol
sobre células normais de mamiferos tem sido descrita por diferentes autores (MENEZES,
2017; DIAS et al., 2018; HAJAJI et al., 2018), e essa caracteristica permitiu seu uso em
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modelos in vivo por diversos autores, para estudo de suas bioatividades (BEZERRA et
al., 2009; DE O. LEITE et al., 2011; ROCHA et al., 2011; SAMPAIO et al., 2016).

Apo6s a inducdo de I/R, foi observado reducdo da viabilidade celular,
concordando com nossos estudos prévios com células tubulares de rim de macaco
(SAMPAIO et al., 2016). Foi observado ainda que as células HK2 apresentaram maior
sensibilidade a essa lesdo, com morte de aproximadamente 50%. As células tratadas com
Bisabolol apresentaram recuperacdo parcial da viabilidade, demonstrando que essa

substancia exerce efeito nefroprotetor sobre essa linhagem celular.

Foi também demonstrado o efeito protetor do Bisabolol em outros modelos
experimentais. Shanmuganathan et al. (2018) demonstraram que o Bisabolol exerce efeito
protetor em células de feocromocitoma, reduzindo a populacdo de células apoptoticas,
esses efeitos podem ser mediados por mecanismos antioxidantes e anti-inflamatérios
(ROCHA et al., 2011). Adicionalmente, essa substancia foi capaz de reduzir inflamacao
cuténea e a producéo de citocinas pré-inflamatérias em modelos murinos in vivo e in vitro
(MAURYA et al., 2014).

A partir dos dados obtidos no ensaio do MTT, decidiu-se avaliar as células por
citometria de fluxo, com o objetivo de observar alteracbes morfoldgicas e funcionais
caracteristicas de necrose e/ou apoptose. Esse método tem a vantagem de ser de facil
execucdo e interpretacdo e possuir alta reprodutibilidade (CHRISTENSEN et al., 2013).
As células expostas a I/R apresentaram aumento na externalizacdo de fosfatidilserina.

Essa molécula esta relacionada a sinalizacdo de células para fagocitose e remocao.

Os resultados do presente trabalho mostraram uma diminuigéo significativa no
namero de células viaveis associado a marcacao caracteristica de apoptose nos grupos
submetidos a I/R. Um estudo recente demonstrou que a administracdo de um flavonoide
antioxidante, chamado hydroxysafflor yellow A, melhorou a injuria causada por I/R,
aumentando a recuperacdo e atenuando a apoptose das ceélulas renais. Os autores
descrevem ainda que esse efeito esta associado a diminuic¢do da expressao do fator pro-
inflamatdrio TNF-o e aumento dos niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10 (BAl et al.,
2018). Além disso, a relacdo entre os efeitos antioxidantes e antiapoptoticos de varias
substancias tem sido descritas para diversas substancias (CARPENTIERI et al., 2014;
ZHU et al., 2014; RESCIGNO; TECCE; CAPASSO, 2018).
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Um estudo in vivo mostrou por microscopia eletrénica que os rins submetidos a
I/R apresentavam microvilosidades do tubulo proximal encurtados, perda mitocondrial
no epitélio do tubulo distal, retracdo do volume celular e emergéncia de corpos
multivesiculares de endossomos, gerando uma conexdo translacional com os resultados
in vitro do presente trabalho (CHIHANGA et al., 2018). No presente trabalho, foi
realizada a avaliagdo morfolégica por microscopia eletrénica de varredura, com o
objetivo de se identificar as alteragOes ultraestruturais induzidas pela I/R e o efeito do
Bisabolol. As células expostas a I/R apresentaram alteracdes morfoldgicas caracteristicas
relacionadas a apoptose e a exposicdo ao Bisabolol foi capaz de reverter, embora
parcialmente, essas alteracfes. Os achados reforcam os indicios experimentais de que o
Bisabolol exerce efeito antiapoptético, podendo agir como protetor da lesdo causada por

eventos isquémicos.

Além disso, o efeito do Bisabolol sobre mecanismos oxidorredutores durante a
I/R foi avaliado por citometria de fluxo, utilizando o DCFH-DA e a Rho123 como
marcadores de estresse oxidativo citoplasmatico e mitocondrial, respectivamente. A
presenca de Bisabolol causou diminuicdo do acimulo de ERO induzido pela I/R, além de
melhorar o potencial trasmembranico mitocondrial, como observado pelo aumento do
acumulo mitocondrial de Rho123. Esses resultados apontam para o envolvimento da
respiracdo celular e do equilibrio redox nos processos de morte e de recuperacdo, bem

como do mecanismo de acdo da substancia em estudo.

Uma das principais e mais eficientes estratégias teciduais para controle do
balango redox é o controle enzimético; enzimas constitutivas tém sua expressdo
aumentada durante a injdria e, consequentemente atuam inibindo a formacgédo de ERO ou
as reduzindo a substancias menos nocivas (CHOI et al., 2016). A NADPH-oxidase € uma
enzima com atividade constitutiva, contribuindo para o equilibrio redox numa diversidade
de tecidos. No tecido renal, a transferéncia de elétrons catalisada pela isoforma NOX4
tem sido mostrada como uma fonte de ERO em concentracdes fisioldgicas. Entretanto, a
superexpressdo dessa enzima estd relacionada a fisiopatologia da LRA, através da
producdo exacerbada de ERO e indugdo de morte celular por apoptose (WENG et al.,
2018).

A apoptose é um fendmeno complexo que determina as complicagdes da leséo
de I/R, principalmente relacionadas a oxidacdo de lipidios e danificagdo dos acidos

nucléicos (CHIHANGA et al., 2018). Estudos anteriores mostraram que a presenca



82

intracelular de substancias antioxidantes apés I/R, incluindo o NADPH, reduz a expressao
de moléculas pro-apoptéticas, como Bax e Caspase 3 clivada, e aumenta a concentragao
da proteina anti-apoptotica Bcl-2, além de melhorar a funcdo mitocondrial. Assim, o
consumo do NADPH causado pelo estresse oxidativo sugere o desenvolvimento de
apoptose pela via intrinseca, enquanto que o aumento de NADPH estimulado por
substancias antioxidantes pode representar o mecanismo de protecdo (ZHU et al., 2014;
CHOl et al., 2016; WENG et al., 2018).

Evidéncias sugerem que a disfuncdo mitocondrial € um ponto chave nas
disfungdes dos tabulos renais, bem como das comorbidades relacionadas a doenca renal
crénica e desempenham um importante papel como novos alvos terapéuticos. Uma
variedade de agentes (incluindo enddgenos e alimentos antioxidantes naturais, extratos
de plantas naturais e moléculas com especificidade mitocondrial), combinados com
terapias convencionais e um estilo de vida apropriado poderia ajudar na preservacdo das
funcdes renais. Entretanto, para uma correta utilizacdo destes agentes € extremamente
importante entender seus efeitos e identificar um alvo para as intervencées (GRANATA
etal., 2015).

O desequilibrio na funcdo mitocondrial € um dos mecanismos que leva a
disfuncéo e a apoptose celular. Estudos de apoptose induzida por LPS (lipopolissacrideo)
bacteriano em células HK2 demonstram que a disfuncdo do balanco da dinamica
mitocondrial e do potencial transmembranico mitocondrial séo revertidos pela utilizacao
de substéncias antioxidantes e anti-inflamatdrias, diminuindo a formacdo de ERO e a
consequente acumulacdo de TBARS, além da diminuicdo da externalizacdo da
fosfatidilserina sinalizada pela anexina, achados esses associados a potencializacdo da
funcdo tubular (LI1U et al., 2018).

Em vista disso, o0 estresse oxidativo nas células foi avaliado através da
quantificacdo de GSH e TBARS. Sob condic¢bes oxidantes, as moléculas de GSH doam
um elétron, formando GSSG. Essa molécula pode ser reduzida de volta para GSH pela
enzima GSSG redutase. Microambientes celulares e teciduais oxidantes tendem a
consumir os estoques de GSH, aumentando a relagdo GSSG/GSH (WU et al., 2004).
Estudos demonstram que as substancias antioxidantes sdo capazes de atenuar alteraces
nos niveis de GSH induzidos pela lesdo de I/R (BALLATORI, 2009; COSTA et al., 2015)

Além disso, ERO sdo produzidas durante a reintroducéo de oxigénio a um tecido

previamente isquémico, resultando em alteracbes na relacdo entre fatores pro e
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antioxidantes (WU et al., 2004; KADKHODAEE; NAJAFI; SEIFI, 2014). A formacéo
de ERO desempenha um papel importante no desenvolvimento da LRA. Niveis
aumentados de TBARS ap0s isquemia renal tém sido descritos como marcador de estresse
oxidativo (KADKHODAEE; NAJAFI; SEIFI, 2014; NAJAFI et al., 2014). A utilizacédo
de substancias antioxidantes, tais como propolis vermelho (COSTA et al., 2015) e extrato
de Tribulus terrestris (NAJAFI et al., 2014)na melhoria da leséo renal sdo exemplos de
como mecanismos oxidativos podem estar envolvidos em danos renais, sobretudo na
LRA. Foi observado no presente estudo um aumento significativo do MDA e uma
diminuicdo de GSH nas células submetidas a I/R, quando comparado ao grupo controle.

Além disso, o tratamento com bisabolol foi capaz de reduzir estas alteraces.

Recentemente, um estudo realizado com células renais HK2 usando um modelo
de I/R mostrou que o tratamento com o substrato NADPH reduz o estresse oxidativo e
apoptose pelo aumento da GSH, diminuindo os niveis de TBARS resultantes da
peroxidacdo lipidica e prejudicando a inflamac&o sinalizada por NF-«B, resultados estes
comprovados in vivo, sobretudo na observacdo histoldgica dos rins de roedores
submetidos a hipoxia (WENG et al., 2018). O GSH, juntamente com a glutationa
peroxidase, blogueia a peroxidacao, reduzindo os niveis de TBARS e protegendo a
proteina da oxidacdo ndo enzimatica (ALTENHO et al., 2015). Alguns estudos mostram
que a presenca de NADPH nas células pode prevenir a oxidacdo da GSH (LI et al., 2015),
apoiando nossos resultados de medicdo do nivel de TBARS e GSH nas células. Além
disso, ja foi descrito que o NADPH pode proteger o tecido renal tubular contra I/R renal,
reduzindo o acumulo de ERO (DUTTA et al., 2017; WENG et al., 2018).

Um trabalho recente mostrou que substancias antioxidantes formuladas em
sistemas especiais de entrega mitocondrial melhoraram a disfuncdo nessa organela e o
processo inflamatdrio na LRA in vivo e, consequentemente, atenuaram o dano tubular
renal apds a I/R, incluindo efeito antiapoptotico e diminuicdo da liberacdo de KIM-1
(ZHAO et al., 2018). Assim, nossos resultados de citometria de fluxo corroboram com o
aumento da liberacdo de KIM-1 encontrado em células HK2 submetidas a I/R e com a

melhora ap0s o tratamento com Bisabolol.

O KIM-1, uma glicoproteina (90 kDa) transmembranica, estd localizado na
membrana apical das células tubulares proximais. E conhecido que o seu dominio
extracelular é clivado durante a injuria renal, o que € capaz de transformar celulas locais

em fagdcitos para remocgédo de corpos apoptéticos. O dominio clivado é entdo eliminado
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na urina e se torna detectavel. No presente trabalho, o sobrenadante das células HK2 foi
colhido para determinar a concentracdo de KIM-1 e correlaciona-la com a injaria renal
por I/R e o efeito protetor do Bisabolol.

No presente estudo, foi observado um aumento estatisticamente significativo de
KIM-1 nas células submetidas a I/R. Este resultado é corroborado por estudos in vivo
realizados previamente por nosso grupo de pesquisa (LIMA, 2016; SAMPAIO et al.,
2016; DANTAS et al., 2018) e por outros autores (KHANDRIKA et al., 2012; LUO et
al., 2014; L. YANG, C. R. BROOKS, S. XIAO, V. SABBISETTI, M. Y. YEUNG, 2015).
A deteccdo urinaria de KIM-1 tem sido estudada como um potencial biomarcador
precoce, sensivel e especifico do dano celular no epitélio tubular, uma vez que é
detectavel durante o inicio da LRA e sua presenca nessa amostra representa sua producao
intrarrenal (PARIKH; MANSOUR, 2017).

O estresse oxidativo e a formacdo de ERO a ele associada sdo descritos como
mecanismos de disfuncdo epitelial na LRA induzida por I/R (TAO et al., 2018). No
entanto, as ERO tém funcdes essenciais nos processos de sinalizacdo celular, como a
regulacao da proliferacéo, diferenciacdo e migracéo celular (JEONG et al., 2018). Assim,
a NADPH-oxidase catalisa a formacdo de ERO em condicdes fisiologicas e
fisiopatologicas (ALTENHO et al., 2015). Portanto, essa enzima pode ser considerada
um alvo para o tratamento do desequilibrio redox no tecido epitelial (CHEN et al., 2018).

A busca farmacoldgica de substancias antioxidantes com efeitos farmacoldgicos
tem sido um desafio para os pesquisadores. No entanto, estudos anteriores mostraram que
a suplementacdo com substancias que combatem a formacéo de ERO, como vitamina C
e E, glutationa e acetilcisteina, se tornaram ineficazes na reducdo total de danos ap6s
lesGes isquémicas (YOUSEF et al., 2012; WENG et al., 2018). Assim, a abordagem atual
no contexto do estresse oxidativo é o uso de moléculas direcionadas as fontes enzimaticas
das ERO fisiopatologicas, impedindo sua formacédo ao invés de remover espécies pré-
formadas (ALTENHO et al., 2015).

No presente estudo, foram realizados ensaios de interacdo teorica in silico, os
quais sugerem que o Bisabolol é capaz de interagir com a subunidade citosélica p47phox
de NOX4, uma das principais fontes enzimética de ERO renais, que funcionam como
segundo mensageiros e transportadores de elétrons intracitoplasmaticos. A subunidade

p47phox é essencialmente importante para os mecanismos fisiopatologicos da NOX4,
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pois induz a ativacdo da enzima pela ligacdo a outra subunidade, a proteina
transmembrana p22phox (DUTTA et al., 2017).

Em nosso ensaio de atividade enzimatica, o Bisabolol foi capaz de inibir a
oxidacdo catalitica de NADPH. Este substrato pode prevenir danos renais oxidativos e
desempenha um papel importante na regulacdo do status de redox celular. Estudos prévios
mostram que a reducéo na atividade dos NOX confere menor vulnerabilidade as linhagens
celulares, tornando-as mais resistentes (ZHU et al., 2017). A apocinina € uma substancia
conhecidamente inibidora das enzimas NOX e é usada em diversos protocolos
experimentais. Ela age bloqueando a subunidade p47phox, ligando-se ao dominio SH3A
(uma regido rica em lisina/arginina). Esse dominio é fundamental para a interacdo
p47phox- p22phox e consequentemente para a atividade catalitica da enzima
(KANEGAE et al., 2010; MART et al., 2013).

Estudos prévios demonstram que a utilizacdo de substancias antioxidantes pode
influenciar na expressdo proteica, incluindo proteinas envolvidas no processo
inflamatorio, como a COX-2 (ciclooxigenase do tipo 2) e a NF-kB (fator nuclear kappa
B), estando esses eventos relacionados a concentracao intracelular de NADPH (WENG
et al., 2018). Esses mecanismos celulares podem acontecer a nivel de transcricdo do
material genético. Em seu estudo, Pendyala et al. (2009) demonstrou que gera¢do de ERO
induzida por hiperéxia em células endoteliais de pulm&o humano aumentou a expresséo
de RNA mensageiro (MRNA) direcionado a expressao das proteinas NOX4 e NOX2,

influenciando em funcgdes celulares basicas, como crescimento celular e migracao.

Uma vez que o Bisabolol se mostrou capaz de inibir a enzima NOX4, decidiu-
se estudar a influéncia desse terpeno na expressdo da enzima por Western Blot. A I/R
causou aumento da expressdo dessa enzima, enquanto o tratamento com Bisabolol foi
capaz de atenuar esse aumento. Assim, esses dados corroboram e complementam os
achados anteriores do trabalho, postulando que o Bisabolol age inibindo a formacéo de
ERO atraves da reducdo da expressdo e atividade de NOX4. Assim, seu mecanismo
protetor estd associado a prevencdo do dano causado por ERO, e ndo simplesmente

removendo ERO pré-formadas.

De fato, substancias bioativas, principalmente os terpenos, sdo descritas como
agentes antioxidantes, sendo uma caracteristica comum entre os compostos fenolicos
(GANZERA et al., 2006). O Bisabolol é descrito como uma substancia citoprotetora

contra as ERO geradas em diversas situagdes, inclusive apds exposi¢do a radiacdo
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ultravioleta (BIGAGLI et al., 2017), drogas citotdxicas (PRADO et al., 2017) e hipdxia
(DA COSTA et al., 2015; SAMPAIO et al., 2016). Além disso, suas propriedades
antiapoptaticas ja foram estudadas (SHANMUGANATHAN et al., 2018).

Ja foi demonstrado que, em tecidos submetidos a I/R, hd um upregulation da
expressao da isoforma NOX4, relacionada com o stress causado pelo acumulo de ERO.
Adicionalmente, o tratamento com compostos fendlicos antioxidantes diminui a
expressdo da enzima, decaindo os niveis teciduais de ERO, sobretudo perdxido de
hidrogénio. Esses eventos estdo associados ao efeito antiapoptético dessas substancias
(LU etal., 2017).

Os compostos fenolicos foram previamente descritos como tendo afinidade com
as isoformas de NOX, prejudicando a formagdo do anion catalitico superdéxido (O2")
(CHAVUSHYAN etal., 2017) e envolvendo a regulacdo da expressao de NOX, incluindo
a subunidade p47phox (KIKUCHI et al., 2018). Portanto, o presente estudo corrobora tal
informacdo, demonstrando que o Bisabolol tem um papel protetor nas células HK2
tubulares atraves da interagdo com a enzima NADPH-oxidase, regulando o equilibrio

redox.

Nossos resultados contribuem para o conhecimento da LRA induzida por I/R,
destacando o Bisabolol e as isoformas da enzima NADPH-oxidase como fontes de futuras
abordagens clinicas, estratégias diagnosticas e ferramentas farmacoldgicas na pesquisa e
no desenvolvimento de terapias. A seguir, na figura 40, é apresentado um mapa mental

que correlaciona os achados do presente trabalho.



Figura 4040. Fluxograma com a correlagdo dos achados do presente trabalho.

Isquemia e Reperfusdo Les30 Renal Aguda

O

A
(Efeito nefroprotetor]/[ Exerce proteg3o sobre os tibulos.

\( Mecanismo desconhecido (7)

gdo por KIM-1

Aumento da Viabilidade Celular
Inibigdo da morte celular prog d. Diminuic3o da sinali
. - - (apoptose) M
emia/Reperfusio Lesdo Renal Aguda
Bqu—.o_ 9 Morte celular O

Redugdo das Espécies Reativas de Oxigénio

Bisabolol Aumento do Potendial Transmembranico

Mitocondrial

Células Tubulares HK2

Diminuig3o da atividade enzimitica

Estudo do 5o - Enzima Apresentagdo de interagdo molecular in
NADPH-oxidase siico:

Redugao da expressdo da isoforma renal
NOX4

OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

87



Conclusao



88

7. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram gue o tratamento com Bisabolol
protege as células epiteliais tubulares renais humanas (HK2) contra o dano oxidativo
causado pela hipoxia e reoxigenacdo na LRA causada por I/R. Este efeito esta relacionado
a inibicéo da apoptose, a qual pode ser causada pelo acimulo de ERO, com consequente
alteracdo mitocondrial e sinalizada pela liberacdo de KIM-1 em células tubulares. Por se
tratar de uma das principais fontes de ERO em condi¢des fisiologicas constitutivas e
patoldgicas, a enzima NADPH-oxidase (isoforma NOX4) é um alvo farmacoldgico em
potencial no contexto da nefroprotecédo; dessa forma, foi demonstrado que o Bisabolol
inibiu a atividade da enzima NOX4 nas células tubulares, prejudicando a sintese de ERO,

melhorando a fun¢do mitocondrial e aumentando a viabilidade celular.
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