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RESUMO 

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

Bisabolol em um modelo de lesão renal aguda por isquemia-reperfusão in vitro. 

A Lesão Renal Aguda (LRA) está associada a alta morbidade e mortalidade, gerando 

custos de saúde pública. Isquemia e reperfusão (I/R) são eventos que frequentemente 

levam à LRA por hipóxia tecidual, produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), 

estresse oxidativo e morte celular programada por apoptose. Anteriormente, 

demonstramos o potencial nefroprotetor do (-)-α-Bisabolol, um sesquiterpeno 

monocíclico insaturado de flores de camomila. O objetivo do presente trabalho foi avaliar 

o mecanismo de nefroproteção mediada pelo Bisabolol em células renais tubulares 

humanas após indução de I/R em um modelo in vitro. Adicionalmente, este trabalho 

pretende analisar o envolvimento de ERO gerados por NOX4 na lesão e recuperação 

celular. Células HK2 foram expostas a condições de I/R e tratadas com Bisabolol em 

várias concentrações. A viabilidade celular foi realizada pelo ensaio MTT. Células 

tratadas e não tratadas foram submetidas à citometria de fluxo para avaliar células 

necróticas/apoptóticas, produção de ERO e o potencial transmembrânico mitocondrial. 

TBARS e GSH foram utilizados como parâmetros do balanço redox. Além disso, os 

níveis de KIM-1 liberados no sobrenadante foram medidos por ELISA. A fim de 

identificar uma interação entre Bisabolol e NOX4, foram realizados ensaios de docking 

molecular e enzimáticos in vitro. A expressão da isoforma NOX4 em células tratadas foi 

avaliada por "Western-blot". Finalmente, as células foram visualizadas por microscopia 

eletrônica de varredura. O Bisabolol melhorou a viabilidade celular e preveniu a morte 

celular por apoptose, indicada também pela diminuição dos níveis de KIM-1 no 

sobrenadante celular. Foi observada uma diminuição na produção de ERO e 

despolarização mitocondrial, com regulação antioxidante pelo aumento da GSH e 

diminuição da peroxidação lipídica. Também foi demonstrado que o tratamento com 

Bisabolol pode inibir o NOX4. Imagens de microscopia eletrônica 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 está relacionado à inibição da apoptose, diminuição da 

liberação de KIM-1, e estabelecimento do equilíbrio REDOX através da inibição da 

atividade da NOX4 nas células tubulares. 

Palavaras-chave: Bisabolol; Isquemia/Reperfusão 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 (-)-α-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. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Lesão renal aguda por Isquemia e Reperfusão 

A Lesão Renal Aguda (LRA) é caracterizada como um perda súbita e inesperada 

da função renal, a qual caracteriza-se pela perda de capacidade de concentração da urina, 

levando inclusive ao acúmulo de substâncias nitrogenadas como a ureia e a creatinina na 

circulação sistêmica (PARIKH; MANSOUR, 2017). A LRA está associada a alta 

morbidade, com prevalência de até 25% e mortalidade superior a 50% (NOH et al., 2015), 

compondo a síndrome de disfunção de múltiplos órgãos, a qual afeta 20% dos pacientes 

hospitalizados e 67% daqueles em terapia intensiva, gerando custos de saúde pública, 

sendo um risco a longo prazo de doença renal crônica (LAMEIRE et al., 2013). 

A LRA compõe um quadro clínico especial o qual se define pela diminuição do 

fluxo sanguíneo renal, decréscimo da filtração glomerular e diminuição do coeficiente de 

ultrafiltração renal, além da disfunção tubular secundária à obstrução. O conjunto desses 

fatores oferece as condições para o estabelecimento da Síndrome de Isquemia e 

Reperfusão (WENG et al., 2018).  

Ademais, o binômio isquemia e reperfusão (I/R) são eventos que muitas vezes 

levam à IRA por hipóxia tecidual causada pela diminuição do fluxo sanguíneo, formação 

de espécies reativas de oxigênio, estresse oxidativo e morte celular programada por 

apoptose (LAMEIRE et al., 2013; ZHAO et al., 2018). Um evento importante na I/R é a 

reoxigenação que acontece na reperfusão, pois o aumento da oferta de oxigênio em um 

tecido que está ávido em sua demanda pode desviar o oxigênio molecular da respiração 

celular, gerando espécies reativas de oxigênio (ERO), causando danos mitocondriais, 

levando à disruptura da cadeia transportadora de elétrons, impedindo a fosforilação 

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

al., 2016). 

A fisiologia e homeostasia renais são dependentes da manutenção do equilíbrio 

oxido-redutor (REDOX). O dinucleotídeo de nicotinamida e adenina fosfato (NADPH) 

derivado da via das pentoses da respiração celular é essencial para o funcionamento 

adequado do equilíbrio REDOX e sistemas de defesa antioxidante. Estudos prévios 

indicam que as reservas intracelulares de NADPH são depletadas durante o dano 
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isquêmico e que este é responsável por proteger tecidos da injúria oxidativa (WENG et 

al., 2018). 

Em paralelo, a isquemia leva à ativação do endotélio, migração celular e 

promoção do processo inflamatório. Fatores de  transcrição como o NF-kB são induzidos 

e ativados, levando à produção leucocitária de ERO, citocinas e vasoconstrictores, o que 

contribui para o estabelecimento da lesão e caracterização e agravamento do dano tubular, 

prolongando a hipoperfusão (SIMONS et al., 2005). 

A disfunção tubular é a principal consequência relacionada à manutenção dos 

danos da LRA por I/R. A obstrução tubular associada ao aumento da pressão intratubular 

e o vazamento do filtrado tubular para o interstício renal. Nesse contexto, a I/R leva à 

indução da morte celular no epitélio, fibrose tubular e disfunção renal (JEONG et al., 

2018; WENG et al., 2018). Logo, as células tubulares, por serem células epiteliais 

amplamente especializadas e funcionais responsáveis pela reabsorção, secreção ativa e 

regulação osmótica no néfron são mais propensas  disfunções acarretadas pelos diversos 

tipos de injúria (DUTTA et al., 2017; JEONG et al., 2018). 

 

1.2 Morte celular programada 

A ativação das vias de morte celular envolve moléculas mediadoras e 

sinalizadoras, as quais modulam a morte celular em condições fisiológicas (por exemplo 

controle da tolerância imunológica, desenvolvimento embrionário e formação de órgão e 

tecidos) e patológicas (câncer, intoxicações e radiação). Os processos de morte celular 

podem ser classificados de acordo com suas características morfológicas e bioquímicas 

em autofagia, senescência,  necrose e apoptose (HERAULT et al., 1999). 

A autofagia ocorre em resposta a um estresse metabólico que resulta na 

degradação de componentes celulares, durante a autofagia, porções do citoplasma são 

encapsuladas por membrana, originando estruturas denominadas autofagossomos, os 

quais se conjugam com lisossomos e direcionados à degradação, 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, agregação 

da cromatina, desorganização do citoplasma, perda da integridade da membrana 

plasmática e consequente ruptura celular, liberando o conteúdo citoplasmático e causando 

inflamação. Já a senescência é um processo metabólico ativo essencial para o 
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envelhecimento que por programação genética que envolve deterioração dos telômeros e 

ativação de genes supressores tumorais, comprometendo a capacidade 

proliferativa (WEAVER; CLEVELAND, 2005).  

A morte celular programada por apoptose, é um processo essencial na 

manutenção do desenvolvimento dos seres vivos, eliminando células senescentes ou 

defeituosas. Alterações morfológicas próprias do processo caracterizam tanto o gatilho 

quanto as consequências locais e sistêmicas da morte; tais alterações incluem a retração 

da célula, perda de aderência com a matriz extracelular e células vizinhas, condensação 

da cromatina, fragmentação internucleossômica do DNA, ruptura da membrana externa 

mitocondrial. oxidação de lipídios de membrana e formação de prolongamentos 

citoplasmáticos e de corpos apoptóticos (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007).  

A apoptose ocorre nas mais diversas situações, como por exemplo, na 

organogênese e hematopoiese normal e patológica, na reposição fisiológica de certos 

tecidos maduros, na atrofia dos órgãos, na resposta inflamatória e na eliminação de células 

após dano celular por agentes genotóxicos. A apoptose requer  interação de inúmeros 

fatores bioquímicos, genéticos e funcionais (ARUMUGAM; FAIZAL; RAZIS, 2018). 

Dentre as moléculas sinalizadoras da apoptose destaca a participação das 

caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases), as quais pertencem à família 

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

externalização de lipídios de membrana chamados de resíduos de fosfatidilserina, que 

sinalizam a fagocitose de células apoptóticas. São conhecidas 14 caspases humanas, 

sendo que seis (caspases -3, -6, -7, -8, -9, -10) participam da apoptose (ULUKAYA; 

ACILAN; YILMAZ, 2011). 

Outras moléculas estão envolvidas com o controle e modulação da apoptose. 

Visto que a homeostasia é mantida quando há o equilíbrio entre proteínas promotoras e 

inibidoras da apoptose, as proteínas da família Bcl-2 são inibidoras da apoptose pois 

previnem a liberação das enzimas do citocromo c, inibindo a formação de ERO e 

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

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

Os mais diversos fatores são capazes de desencadear a apoptose, a qual pode 

acontecer a partir de duas vias, uma extrínseca (citoplasmática) ou uma intrínseca 

(mitocondrial). A via extrínseca está associada à ligação de ligantes específicos a um 
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grupo de receptores de membrana da superfamília dos receptores de fatores de necrose 

tumoral (rTNF). Esta ligação é capaz de ativar a cascata das caspases (caspase-8 que irá 

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

 

Figura 1. Ativação da apoptose pela via citoplasmática. 

 

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

 

A via intrínseca é ativada por condições de estresse como a diminuição de fatores 

de crescimento, danos ao DNA e hipóxia, ocasionando uma disfunção e uma 

despolarização no potencial elétrico negativo das membranas mitocondrial, 

comprometendo a respiração celular. A ativação da via intrínseca ocasiona a ruptura 

osmótica da membrana mitocondrial, liberando proteínas pró-apoptóticas para o 

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

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

e lipídios; adicionalmente as ERO induzem a ativação das caspases -9 e -3 (MAGNELLI 

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

A figura 2 representa as etapas da via intrínseca da apoptose. O citocromo c 

liberado para o citoplasma pelo rompimento das mitocôndrias 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 equilíbrio entre proliferação e morte das 

células caracteriza processos de renovação, lesão e recuperação. Logo, a apoptose é 

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

 

Figura 2. Via intrínseca de ativação da apoptose. 

 

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

 

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

A fagocitose de células apoptóticas é necessária na resolução do dano ao órgão 

que está sofrendo a lesão e manutenção da tolerância imunológica. A molécula de injúria 

renal 1 (KIM1 – Injury Kidney Molecule 1) é um receptor de fosfatidilserina expresso em 

células epiteliais em estágios prévios da morte celular e pode transformar as células em 

fagócitos, mediando a fagocitose de corpos apoptóticos e lipídios oxidados e sinalizando 

a morte celular programada (BROOKS et al., 2015). Logo, se for possível detectar a 

expressão desses receptores em estágios precoces da injúria isquêmica, seria possível 
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estabelecer um prognóstico e tratar a doença, evitando assim complicações resultantes da 

LRA, inclusive transplante renal (ICHIMURA et al., 2008).  

O KIM-1 é uma glicoproteína transmembranar de adesão epitelial tubular 

proximal, de 38,7 KDa, com um domínio mucina e outro imunoglobulina-like composto 

por seis cisteínas, caracterizando o ectodomínio (Figura 3). KIM-1 é descrita como um 

biomarcador de sinalização da lesão no epitélio renal, uma vez que sua detecção na urina 

só é possível após a clivagem do ectodomínio extracitoplasmático por metaloproteinases 

(MCWILLIAM et al., 2014).  

Estudos revelam que esta molécula é praticamente indetectável na urina de 

indivíduos saudáveis, no entanto ela está presente como o sinal de regeneração do tecido 

isquêmico(MCWILLIAM et al., 2014; WASUNG; CHAWLA; MADERO, 2015). A 

clivagem do KIM-1 está associada com a resposta imune, sinalizando a transição 

mesenquimal e consequente fibrose renal progressiva, além do risco de insuficiência renal 

crônica. Além disso, é considerada como um marcador único, com elevada sensibilidade 

e especificidade, acima de tudo, para diagnóstico de lesão renal aguda em estádios 

precoces (MOLEDINA; PARIKH, 2018). 

 

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

 

Fonte: Adaptado de ICHIMURA al. (2008). 
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Quando KIM-1 é expressa cronicamente, isso indica uma progressão da fibrose 

renal e falência renal crônica, o que, muitas vezes, pode estar relacionado com o dano 

tecidual mediado pela fagocitose de lipídios oxidados. Estudos mais aprofundados da 

KIM-1 correlacionam sua presença com o diagnóstico da doença já estabelecida, com o 

acompanhamento do avanço da patologia e com o risco de cronificação (HUMPHREYS 

et al., 2013; LAHOUD et al., 2015).  

 

1.4 Células HK2 

Estudos utilizando células em cultivo, sejam elas de fonte primária ou de 

linhagens imortalizadas, têm sido uma alternativa cada vez mais viável no contexto da 

pesquisa nos âmbitos da fisiologia e da farmacologia, sobretudo quando se pretende obter 

resultados com a mínima interferência da complexidade de sistemas ou órgãos inteiros 

sobre os resultados obtidos (LEVINE; MOMAND, 1991). Células obtidas de cultivo 

primário são amplamente utilizadas pelo fato de, na maioria das vezes, apresentarem um 

padrão de comportamento quando comparadas com as células em seu nicho natural; no 

entanto, o processo de isolamento pode levar à morte celular massiva, limitando a 

experimentação a poucas horas. Sendo assim, a busca por imortalização de linhagens 

celulares tem tomado grande destaque, apresentando como principal desafio a mutação 

do material genético alterando minimante características primárias (KRAWCZYK et al., 

2018). 

As células HK2 (Human Kidney 2) pertencem a uma linhagem de células 

epiteliais de túbulo proximal, proveniente de rins de humanos saudáveis. São utilizadas 

com grande frequência em estudos de fisiologia e farmacologia devido ao fato de 

apresentarem alto grau de semelhança com as células correspondentes in vivo, ou seja, o 

procedimento de imortalização e passagens pouco altera seu fenótipo e função; seja no 

metabolismo, expressão de proteínas de superfície ou conteúdo genético. Conseguem 

sobreviver até um ano e permanecem viáveis no nitrogênio líquido (RYAN, 1994).  

A nível molecular, as células HK2 são imortalizadas através de um procedimento 

de transfecção, o qual consiste na introdução intencional de ácido nucleicos nas células 

de forma não espontânea, ao contrário do que ocorre na carcinogênese. A linhagem de 

células HK2 é imortalizada através da transfecção com o papiloma vírus (HPV 16), 

caracterizada pela inserção dos genes E6/E7, processo esse já utilizado na imortalização 
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de diversos tipos de células epiteliais(VOUSDEN, 1990). Acredita-se que a 

transformação HPV 16 E6/E7 ocorre porque as proteínas E6/E7 interagem com dois 

importantes reguladores negativos da proliferação celular: E6 liga-se e induz degradação 

da proteína P53 e E7 inativa o produto do gene supressor do tumor retinoblastoma, p105-

RB (LEVINE; MOMAND, 1991). 

Dessa forma, atualmente, as células HK2 são diversamente utilizadas; seu 

desenvolvimento e utilização permitiram um estudo aprofundado da fisiologia, 

farmacologia e toxicologia no contexto dos túbulos proximais, além de permitir uma 

análise criteriosa de mecanismos de morte celular, injúria e reparo. Pesquisas utilizando 

células HK2 já viabilizaram achados como a associação da presença de β2-

microglobulina nos túbulos renais com o desenvolvimento da transição epitelial-

mesenquimal e a consequente fibrose renal (ZHANG et al., 2015); assim como foi 

utilizando células HK2 que traçou-se uma relação de causa-consequência entre a presença 

de albumina nos túbulos renais, causando aumento da produção de angiotensina II devido 

à desregulação da expressão da enzima conversora de angiotensina (LIU et al., 2009), 

dessa forma, promovendo um aumento dos níveis de aldosterona, a qual promove a 

apoptose por via mitocondrial em células proximais através do aumento de espécies 

reativas de oxigênio intracitoplasmáticas pela ação da enzima NADPH-oxidase (PATNI 

et al., 2007; LI et al., 2017). 

 

1.5 O complexo enzimático NADPH-oxidase 

Diversas estratégias são utilizadas na prática clínica visando prevenir ou 

minimizar o dano de I/R e, dentre elas, destaca-se o uso de substâncias antioxidantes 

(ZHU et al., 2017). No entanto, estudos indicam que substâncias antioxidantes que atuam 

como sequestrantes de radicais livres não são totalmente eficientes na nefroproteção, elas 

precisam agir através de uma via enzimática, impedindo a formação de espécies reativas 

de oxigênio (ERO), ao invés de removê-las (YOUSEF et al., 2012; ALTENHO et al., 

2015).  

A NADPH-oxidase (NOX) é uma enzima transmembrana amplamente 

distribuída, que participa de vários processos fisiopatológicos. Basicamente, a subunidade 

gp91phox da NOX é o ligante do NADPH reduzido (nicotinamida e adenina 

dinucleotídeo fosfato), catalisando a transferência de elétrons para o oxigênio molecular, 
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produzindo ERO. A gp91phox é ativada pelo acoplamento do domínio citoplasmático 

p47phox à subunidade transmembrana p22phox, sendo esse acoplamento um alvo 

farmacológico destacado no estudo da inibição da enzima, conforme representado na 

figura 4 (KANEGAE et al., 2010; WENG et al., 2018).  

Os radicais livres oriundos da enzima participam de vários processos celulares, 

atuando como segundos mensageiros, mediando os efeitos hormonais, controlando os 

canais iônicos, regulando a expressão gênica, o crescimento celular, a senescência e a 

apoptose (MACÍAS-PÉREZ et al., 2013). Nas células tubulares, a enzima regula funções 

como a gliconeogênese, transporte de glicose e eletrólitos e feedback tubuloglomerular. 

A inibição de NOX4, a isoforma NADPH-oxidase abundantemente expressa nos rins, é 

um mecanismo descrito de modulação das funções tubulares, sendo um provável 

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

 

Figura 4. Representação da enzima transmembrana NADPH-oxidase. 

 

Fonte: Adaptado de SEDEEK et al. (2013). 
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Isoformas da enzima NADPH-oxidase estão distribuídas nos diversos tecidos 

participando de processos fisiológicos e patológicos. Basicamente, a NADPH-oxidase 

catalisa a transferência de elétrons do NADPH reduzido (fosfato de dinucleotídeo de 

nicotinamida e adenina) ao oxigênio molecular, produzindo ERO. Espécies reativas 

originadas pela enzima participam de diversos processos celulares, agindo como 

segundos mensageiros, mediando efeitos hormonais, controlando canais iônicos, 

regulando expressão gênica, crescimento celular, senescência e apoptose (SEDEEK et al., 

2013).  

São descritas sete isoformas da enzima (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, 

Duox1 e Duox2). As isoformas NOX1-4 são dependentes da subunidade p22-phox; 

NOX5, Duox1 e Duox2 possuem um domínio peroxidase dependente de cálcio adicional 

(WENG et al., 2018). No tecido renal, existe uma distribuição das isoformas da NOX 

exercendo diversas funções; NOX1 e 2, por exemplo, já foram isoladas do tecido renal, 

no entanto NOX4 é abundantemente expressa nos rins, sendo uma das principais fontes 

de ERO nesses órgãos. Essas ERO participam de processos como a gliconeogênese, 

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

Em condições fisiológicas, a NOX4 possui um nível constitutivo 

suficientemente alto de expressão em células tubulares proximais, dada esta distribuição, 

ela foi inicialmente chamada oxidase renal (RENOX)  (RAJARAM et al., 2018 apud. 

GEISZT et al., 2000). Diversas condições patológicas levam ao aumento da expressão da 

NOX4, incluindo hipóxia, inflamação e fatores profibróticos, como o fator de 

transformação de crescimento beta (TGFβ); superexpressão e/ou atividade da enzima, 

portanto, levam ao desequilíbrio REDOX e disfunção mitocondrial, causando danos 

celulares expressivos (JEONG et al., 2018). 

Inibidores da NOX4 são frequentemente propostos como terapias inovadoras ao 

elenco de distúrbios associados ao estresse oxidativo, sobretudo prevenindo a morte 

celular e garantindo a funcionalidade dos mais diversos tecidos nos quais essa enzima 

está distribuída (CHAVUSHYAN et al., 2017). 

 

1.6 Atividades biológicas e Farmacológicas do (-)-α-Bisabolol 

A busca por atividade farmacológica nas substâncias naturais, nas plantas, nos 

minerais e nos animais permeia o conhecimento popular e tem sido um desafio e fonte de 



24 
 

estudos nos mais diversos contextos. Substâncias naturais e seus derivados sintéticos são 

comercializados numa diversidade de formas farmacêuticas e com variadas indicações 

terapêuticas. 

Os óleos essenciais são majoritariamente constituídos por terpenos, além de 

substâncias secundárias como álcoois, ésteres, aldeídos e cetona de cadeia curta. Os 

terpenos, ou terpenóides são oligômeros formados pela união de subunidades de cinco 

carbonos, chamadas isopreno (figura 5). O perfil terpênico apresenta, principalmente, 

substâncias constituídas por dez e quinze átomos de carbono, respectivamente 

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

Em especial, os óleos essenciais são popularmente conhecidos por sua vasta 

utilização na indústria química e farmacêutica, destacando-se a produção de cosméticos 

e perfumaria, principalmente por suas propriedades aromáticas. Entretanto, diversos óleos 

essenciais tem sabidamente demonstrado diversas atividades farmacológicas, ressaltando 

a importância do seu estudo em condições de variadas patologias.  

 

Figura 5. Unidade básica de Isopreno. 

 

Fonte: KIM et al. (2016). 

 

O (-)-α-bisabolol (alfa-4-dimetil-alfa-(4-metil-3-pentenil)-3-ciclohexeno-1-

metanol - 222,37 g/mol) - (C15H26O), também conhecido como levomenol (figuras 6 e 7), 

é um sesquiterpeno monocíclico 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 óleo essencial de Matricaria chamomilla 

(Asteraceae), ou seja, camomila (BRUNKE, E. J.; HAMMAERSCHMIDT, 1985), no 

entanto apresenta-se como componente secundário em diversas outras plantas, como a 
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sálvia (Salvia runcinata), o candeeiro (Vanillosmopsis arborea) e a arnica (Arnica 

chamissonis) (BUITRAGO et al., 2015). 

 

Figura 6. Estereoisômeros do bisabolol. 

 

Fonte: Adaptado de KAMATOU; VILJOEN (2010). 

 

Figura 7. Estrutura tridimensional do Bisabolol. 

 

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

 

Assim, produtos naturais antioxidantes e antiinflamatórios têm sido investigados 

para tratar e retardar a doença renal (DA COSTA et al., 2015; LU et al., 2015; SARSHAR 

et al., 2017; TAO et al., 2018). O Bisabolol já foi descrito previamente pelo nosso grupo 

como substância nefroprotetora na LRA (SAMPAIO, et al., 2016), Este estudo foi 

delineado visando dar continuidade aos resultados anteriores, estudando o mecanismo de 

ação do (-)-α-bisabolol mediado pelo seu potencial antioxidante (GANZERA; 

SCHNEIDER; STUPPNER, 2006).  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A I/R é um fenômeno complexo, o qual contribui para o estabelecimento do dano 

celular e disfunção tecidual renal, destacando-se como um fator predisponente para o 

estabelecimento da LRA. Em parte, Os danos são caracterizados pela hipóxia, no entanto, 

a reoxigenação, apesar de necessária, é um fator que induz a formação de ERO, estresse 

oxidativo e morte celular programada; necessitando, portanto, que esta aconteça de forma 

controlada (LI et al., 2015). 

A prevenção da formação de ERO intracelulares através da utilização de alvos 

enzimáticos tem sido a abordagem de interesse dos grupos de pesquisa, uma vez que já 

foi demonstrado que é preferível 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 nível constitutivo 

em condições fisiológicas e apresenta aumento de sua atividade e expressão em condições 

patológicas, destacando-se como um ferramenta farmacológica válida no estresse 

oxidativo ocasionado pela I/R (ALTENHO et al., 2015). 

Dessa forma, destaca-se o (-)-α-Bisabolol, o qual apresenta diversificadas 

atividades biológicas, sobretudo um potencial antioxidante como estratégia de defesa no 

modelo de LRA por I/R. Adicionalmente, a bioprospecção de substâncias isoladas de 

plantas pertencentes ao portfólio etnofarmacológico brasileiro, ratifica a importância 

deste trabalho, uma vez que cada vez mais a comunidade científica tem buscado 

alternativas terapêuticas e farmacológicas provenientes da biodiversidade local.  

Adicionalmente, já foi demonstrado anteriormente que o Bisabolol possui um 

potencial nefroprotetor, agindo sobre a LRA e alterando biomarcadores bioquímicos, 

moleculares e histopatológicos (SAMPAIO et al., 2016). Essas afirmações ressaltam a 

importância de se estudar os mecanismos farmacológicos envolvidos nessa ação. Nesse 

contexto, o presente trabalho estuda o mecanismo de nefroproteção mediada por bisabolol 

em células renais tubulares humanas após indução de lesão por I/R in vitro analisando a 

participação de ERO, gerados pela enzima NOX4, na lesão e recuperação celular. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Investigar o mecanismo do efeito nefroprotetor do (-)-α-Bisabolol através do estudo do 

envolvimento da enzima NADPH-oxidase em células de túbulo proximal humano 

expostas a um protocolo de isquemia e reperfusão. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Estudar o efeito do (-)-α-Bisabolol sobre a morte celular em células de túbulo 

proximal humano; 

• Analisar a participação do (-)-α-Bisabolol  no balanço REDOX citoplasmático e 

mitocondrial após injúria por isquemia e reperfusão; 

• Avaliar a interação do (-)-α-Bisabolol  com a enzima NADPH-oxidase em células 

renais tubulares; 

• Correlacionar os efeitos nefroprotetores do (-)-α-Bisabolol   com o funcionamento 

da enzima NADPH-oxidase; 

• Investigar a influência do (-)-α-Bisabolol  sobre a expressão da isoforma renal da 

enzima NADPH-oxidase em condições de hipóxia. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Fonte do (-)-α-Bisabolol 

O (-)-α-Bisabolol foi obtido da Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha), com um 

grau de pureza > 95%. O Bisabolol foi armazenado respeitando as orientações do 

fabricante. A substância foi diluída na concentração de 0,2 M em dimetilsulfóxido 

(DMSO) estéril visando a produção de uma solução-mãe. Em seguida, as soluções usadas 

no trabalho foram preparadas por diluição seriada em solução salina tamponada com 

fosfato estéril (PBS, constituído de NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; KH2PO4 1,47 mM; 

Na2HPO4 8,1 mM; ph 7,4) com o objetivo de obter as concentrações de Bisabolol iguais 

a 1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 µM nos experimentos. As diluições foram feitas de 

forma que a concentração final de DMSO nos experimentos nunca ultrapassasse 0,5%, 

concentração considerada não tóxica para a linhagem celular. 

 

4.2 Manutenção e Cultivo de Células Tubulares Renais 

As células HK2 são uma linhagem imortalizada de células epiteliais renais de 

túbulo 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 UI/mL) e estreptomicina (130 

mg/L). As células foram cultivadas em condições ideais em garrafas plásticas 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 observação por microscópio invertido, 

para verificação da densidade celular na monocamada (figura 8). Após atingirem 

confluência, 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. Alíquotas 

das células deslocadas foram transferidas para novas garrafas contendo meio DMEM. 

Na preparação dos experimentos, as células foram lavadas com PBS, 

tripsinizadas, deslocadas para tubo cônico, centrifugadas (4000 RPM por 5 minutos) para 

assim, permitir a contagem das células contidas no pellet em câmara de Neubauer nos 

campos de contagem de leucócitos a fim de se ajustar a densidade celular para 1 × 105 

células/mL visando o a disposição da suspensão celular em placas de acrílico de 96 (200 

uL/poço) ou 24 poços (1 mL/poço). Após o plaqueamento, as células foram incubadas 

overnight em condições ideais para garantir aderência 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 criopreservação em nitrogênio líquido. 

 

Figura 8. Visualização de células HK2 ao microscópio. 

 

Fonte: RYAN et al. (1994). 

 

4.3 Citotoxicidade do (-)-α-Bisabolol em Células Tubulares Renais 

Para avaliação da citotoxicidade do Bisabolol na linhagem estudada foi realizado 

o ensaio de viabilidade celular pela redução do MTT. O MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) é um sal de tetrazólio de cor amarela que, quando 

em contato com células viáveis, é internalizado por endocitose e clivado por 

desidrogenases do citoplasmáticas e mitocondriais, produzindo um sal de cor arroxeada 

chamado formazan (MOSMANN, 1983). Em seguida, os cristais de formazan são 

exocitados e podem ser solubilizados pela adição de reagentes como DMSO ou 
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dodecilsulfato de sódio (SDS). Células não-viáveis perdem a capacidade metabólica de 

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

proporcional à quantidade de células viáveis e é medida pela leitura da absorbância a 570 

nm. O princípio do ensaio do MTT está representado na figura 9. 

 

Figura 9. Princípio do ensaio de redução do MTT. 

 

Fonte: Adaptado de MOSMANN (1983). 

 

Células HK2 dispostas em placas de 96 poços foram tratadas com as 

concentrações obtidas após a diluição seriada do Bisabolol. Após 24 horas, 100 µL do 

sobrenadante foram retirados de cada poço e, em seguida, foram adicionados 10 µL da 

solução 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 µL de uma solução de SDS (10 % p/v em HCL 

0,1 N) foram adicionados. As placas ficaram em repouso por 17 horas para completa 

solubilização dos cristais de formazan e, por fim, foi realizada leitura espectrofotométrica 

em leitora de microplacas. Como critério de correção foi usada a média do branco, 

formado por poços contendo apenas DMEM que receberam MTT e SDS 

semelhantemente aos grupos experimentais. 

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

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

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

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

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

simples. 
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4.4 Indução de I/R in vitro 

A lesão in vitro por isquemia/reperfusão foi induzida por um método anteriormente 

descrito denominado método da câmara anaeróbica o qual mimetiza as condições de I/R 

(GINO & BRINDA, 2014). As células foram plaqueadas em uma concentração de 1 × 

105 células/ mL em placas de 96 poços, e mantidas overnight, para permitir adesão e 

proliferação celular. Para a indução da isquemia, o meio de cultura normal foi substituído 

por DMEM privado de glicose, piruvato e SBF e em seguida as placas foram incubadas 

numa câmara anaeróbica, ilustrada na figura 10, por 24 horas a 37 ºC em uma condição 

de hipóxia (saturação de oxigênio < 5%). A reperfusão representada pela reoxigenação 

foi realizada, após o período na câmara, através da adição de um meio de cultura completo 

e retorno das células à atmosfera de 5% de CO2 a 37 ºC.  

 

Figura 10. Câmara de anaerobiose. 

 

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

Acesso em 01/07/2018. 

 

Após 3 horas, as placas foram tratadas com Bisabolol em várias concentrações. As 

células permaneceram condições 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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veículo e um grupo que não foi exposto à anaerobiose como controle negativo. Ao fim da 

incubação, a viabilidade celular foi aferida utilizando-se o ensaio do MTT. 

4.5 Ensaios de Citometria de Fluxo 

A citometria de fluxo é um método em que as células em suspensão foram contadas 

por detecção fotoelétrica através de FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter) – 

Contadores de Células Ativados por Fluorescência, permitindo alta sensibilidade do 

método.  As células são injetadas no centro de um feixe de solução salina em fluxo 

contínuo. Dessa forma, elas são forçadas a passar individualmente pela câmara de leitura, 

atravessando um ou mais feixes de luz de comprimento de onda específicos. Ao passarem 

pela câmara de leitura, as células causam a dispersão frontal do feixe luminoso, criando 

uma sombra, esta é chamada dispensão frontal, ou FSC (Foward Scatter) – é usada como 

medida do tamanho da célula. A dispersão lateral de luz, chamada de Side Scatter (SSC), 

acontece devido ao encontro do feixe luminoso com as estruturas intracelulares, como 

organelas, núcleo e grânulos, permitindo a avaliação da complexidade ou granulosidade 

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

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

detectada em leitores de fluorescência (FL1, FL2, FL3, FL4 e FL5), o princípio da análise 

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

 

Figura 11. Princípio da análise por citometria de fluxo. 

 

Fonte: Adaptado de HAN et al. (2015). 
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Previamente às análises por citometria de fluxo, células HK2 cultivadas em placas 

de 24 poços, em condições normais de aerobiose e/ou submetidas ao procedimento de I/R 

tratadas ou não com o Bisabolol foram lavadas com PBS, tripsinizadas, deslocadas. A fim 

de permitir a marcação fluorescente, o sobrenadante foi substituído por tampão de ligação 

(Hepes 10mM; NaCl 140 mM; CaCl2 2,5 mM; pH 7,4). Finalmente, as células foram 

analisadas no equipamento FACSCalibur (BD Biosciences, New Jersey, USA) utilizando 

o CellQuest ProTM software. Em cada tubo foram contadas 104 células detectadas pelo 

laser de argônio. 

 

4.5.1  Avaliação do mecanismo de morte celular.  

A avaliação do mecanismo de morte celular foi realizada utilizando a marcação 

com as substâncias 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 o DNA, excitando-se com o laser de  488 nm e 

possuindo emissão máxima de 647 nm; O 7AAD não é capaz de penetrar em células com 

membrana íntegra. Dessa forma, células com alta marcação para 7AAD são consideradas 

células necróticas, por perda de integridade de membrana. A anexina V é uma proteína 

de 36 KDa, que, na presença de íons cálcio, tem alta afinidade pela fosfatidilserina, 

proteína externalizada como sinal da morte programada por apoptose. 

 

Figura 12. Princípio da metodologia de avaliação do mecanismo de morte celular. 

 

Fonte: O autor. 
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Para realização da análise, as células HK2 de cada poço foram suspensas em 100 

µL de tampão de ligação; nos tubos foram adicionados 5 µL de 7AAD e 5 µL 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 orientações do fabricante. 

Após 15 minutos de incubação no escuro, foi adicionado 400 µL de tampão de ligação 

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

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

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

e células duplamente marcadas, indicativo de apoptose tardia. 

 

4.5.2  Análise da produção de ERO citoplasmáticas. 

O princípio do ensaio baseia-se na introdução da sonda não-fluorescente 2',7'-

diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA) no interior das células, provendo um 

substrato oxidável (DCFH), como representado na figura 13. O DCFH-DA é um 

composto estável não-fluorescente lipofílico que facilmente atravessa a membrana das 

células. Dentro da célula, enzimas citosólicas (esterases) desacetilam o DCFH-DA para 

formar a 2',7'-diclorofluoresceína (DCFH) a qual, devido a sua polaridade, fica confinada 

no citoplasma. Espécies reativas de oxigênio geradas durante a explosão respiratória 

oxidam o DCFH formando a 2',7'-diclorofluoresceína oxidada (DCFoxi), que possui 

fluorescência verde, com excitação em 488 nm e detecção em 515-545 nm pelo sensor 

FL1. A fluorescência verde produzida pela formação de DCFoxi é proporcional à 

capacidade oxidativa da célula. Desta forma a intensidade da fluorescência intracelular se 

torna uma medida dos metabólitos oxidativos produzidos pelas células (ARANDA et al., 

2013). 

Para o a incorporação do DCFH no interior das células, 5µL (concentração final 20 

µM) da solução estoque foram adicionados aos poços da placa de 24 poços contendo as 

células em cultivo 3 horas após o tratamento com (-)-α-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 citômetro de 

fluxo. Assim, a média de intensidade de fluorescência relativa produzida durante a 

explosão respiratória pela oxidação do DCFH foi coletada através do filtro de 

fluorescência verde. 
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Figura 13. Princípio do método de análise de ERO citoplasmáticas usando DCFH-DA. 

 

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

 

4.5.3  Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial 

Para a análise do potencial de membrana mitocondrial foi utilizado o corante 

Rodamina 123 (Rho123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) o qual é um corante 

específico para a marcação mitocondrial em células vivas. O fato de ser um fluorocromo 

catiônico (carregado positivamente) permite que seja atraído pelo elevado potencial 

elétrico negativo presente na membrana mitocondrial, incorporando-se no interior das 

organelas, emitindo fluorescência vermelha (Figura 14). Alterações ao nível da 

integridade mitocondrial (potencial transmembrânico) podem ser detectados em ensaios 

de citometria de fluxo por aumento da fluorescência verde citosólica em detrimento da 

vermelha mitocondrial, indicando uma difusão da Rho123 da mitocôndria para o citosol 

em células danificadas (JOHNSON et al., 1980). Sendo assim, o fluorocromo Rodamina 

123 liga-se às membranas mitocondriais e inibe o transporte de elétrons, retardando a 

respiração celular. A intensidade de fluorescência relativa produzida pela marcação de 
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mitocôndrias ativas foi coletada através do filtro de fluorescência vermelha (FL2) 

(O’CONNOR et al., 1998). 

 

Figura 14. Estrutura da Rodamina. 

 

Fonte: JOHNSON et al. (1980). 

 

As células HK2 submetidas à lesão pelo modelo de Isquemia/Reperfusão pelo 

método da câmara anaeróbica 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 (concentração final 

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

excitação a 488 nm e detecção a 563-606 nm. 

Os resultados do ensaio do DCFH-DA e da Rodamina foram expressos como 

intensidade relativa de fluorescência, a qual foi obtida a partir dos valores absolutos de 

intensidade de fluorescência dos quais foi calculada uma média geométrica e atribuído 

valor 1,0 para o controle, as médias dos demais grupos receberam valores proporcionais 

calculados por regra de três simples, conforme previamente descrito(JOHNSON et al., 

1980; POKORNÝ et al., 2014). 

 

4.6  Microscopia Eletrônica de Varredura 

Com o objetivo de se visualizar alterações ultraestruturais causadas nas células 

HK-2 após isquemia e reperfusão e visando confirmar os efeitos recuperativos do 
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Bisabolol, foi realizada a análise por microscopia eletrônica de varredura (MEV), a qual 

é capaz de gerar imagens tridimensionais em alta resolução da superfície de amostras. A 

figura 15 indica o princípio de funcionamento da MEV; essa microscopia não utiliza 

fótons, e sim um feixe de elétrons que incide a partir de um cátodo e é condensado sobre 

a amostra. Quando o feixe primário interage com as amostras, os elétrons perdem energia 

por dispersão e os elétrons dispersos são captados por um detector, o qual cria uma 

imagem virtual com o auxílio de um software (CHIHANGA et al., 2018). 

 

Figura 15. Princípio de funcionamento do microscópio eletrônico de varredura. 

 

Fonte: Adaptado de CHIHANGA et al., 2018. 

 

Para a realização da MEV, células HK2 foram cultivadas em lamínulas de vidro 

circulares estéreis. As amostras foram fixadas com glutaraldeído a 2,5% em 0,1 M (pH 

7,2 à temperatura ambiente, durante 2 horas) e desidratadas com concentrações crescentes 

de etanol, revestidas com uma camada de 20 nm de ouro em um dispositivo de 

pulverização de íons QT150 ES-Quorum e avaliadas com um microscópio eletrônico de 

varredura Quanta 450 FEG-FEI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). 

 

4.7 Avaliação do equilíbrio óxido-redutor em células renais 
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Com o objetivo de avaliar o potencial efeito do (-)-α-Bisabolol sobre o metabolismo 

oxido-redutor no modelo de lesão renal aguda utilizado, foram realizados dois ensaios 

bioquímicos: a mensuração das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico – TBARS e a 

determinação dos níveis de glutationa reduzida (GSH). 

Para realização desses ensaios, foi extraído um lisado celular. As células em cultivo 

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

potássio 0,1 M adicionado de EDTA 5 mM, Triton X-100 0,1% e 0,6% de ácido 

sulfossalicílico (pH 7,5); a suspensão foi sonicada em água gelada por 3 minutos e, 

posteriormente, congelada e descongelada em freezer a -80 ºC para garantir o rompimento 

das membranas. Em seguida, a suspensão obtida foi centrifugada a 3000 g por 4 minutos 

e o sobrenadante foi armazenado em freezer  a -80 ºC. Previamente às análises, o conteúdo 

proteico do lisado foi mensurado, utilizando-se a metodologia de Bradford 

(BRADFORD, 1976). 

 

4.7.1. Mensuração das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

As substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico - TBARS (do inglês: Thiobarbituric 

acid reactive substances) -, representadas principalmente pelo Malondialdeído (MDA) 

são formadas como um subproduto da peroxidação lipídica que podem ser detectadas pelo 

ensaio TBARS usando ácido tiobarbitúrico como um reagente (Figura 16) (KIL et al., 

2014). A concentração de Malondialdeído (MDA) foi determinada como um indicador 

da peroxidação lipídica, tal como descrito anteriormente, utilizando o método das 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (MIHARA et al., 1980).  

 

Figura 16. Reação do Malondialdeído (MDA) com substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS). 

 

Fonte: MIHARA et al. (1980). 
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Para realização do ensaio, 100 µL do sobrenadante foi misturado a 100 µL de ácido 

tricloroacético 40% e 400 µL de ácido tiobarbitúrico 60%. A mistura foi incubada a 96 

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

adicionou-se 200 µL de ácido acético glacial à suspensão que foi centrifugada (1700 g, 

30 minutos). O sobrenadante obtido foi lido em espectrofotômetro (UV ASYS 340, 

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

foram então calculadas usando uma curva de calibração usando malondialdeído (MDA) 

como padrão e expressas em ng de TBARS/ µg de proteínas das células  (MIHARA  et 

al., 1980). 

 

4.7.2. Determinação dos níveis de Glutationa Reduzida (GSH) 

Sob condições oxidantes, duas moléculas de GSH doam um elétron para cada 

GSSG, que pode ser reduzido novamente para GSH pela ação da enzima GSSG redutase 

(GR) (Figura 17). Um decréscimo das concentrações de GSH e/ou alta concentração de 

GSSG e uma baixa relação das concentrações dessas duas moléculas (razão GSH/GSSG), 

são interpretadas como prova de desequilíbrio redox (GIUSTARINI et al., 2011). Um 

razão baixa de GSH/GSSG é uma manifestação bem estabelecida do processo de 

envelhecimento e de uma variedade de estados de doença humana, incluindo a diabetes, 

insuficiência renal, pneumonia, malignidade, esclerose lateral amiotrófica, doença de 

Parkinson, doença de Alzheimer e catarata (BALLATORI, 2009).  

 

Figura 17. Interconversão da glutationa em suas duas formas: reduzida (GSH) e oxidada 

(GSSG) pela ação das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa oxidase (GO) 

e glutationa redutase (GR). 
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Fonte: Adaptado de BALLATORI et al. (2009). 

 

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

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

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

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

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

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

nmol GSH/ mg de proteínas (SHARMA et al., 1997). 

 

4.8 Determinação dos níveis de KIM-1 no sobrenadante de células renais HK2 

Os níveis 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). Poços da placa de ELISA foram revestidos diluindo o 

anticorpo de captura (72 µg/mL) para uma concentração de trabalho de 0,4 µg/mL em 

PBS, obtendo-se o volume final de 100 µL em cada poço. A placa foi selada e incubada 
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overnight à temperatura ambiente. Cada placa foi lavada duas vezes com 400 μL de 

tampão de lavagem (Tween-20 a 0,05% em PBS). As placas foram bloqueadas pela 

adição de 300 μL de BSA a 1% em PBS durante 2 horas. 100 µL de padrão de KIM-1 

recombinante humano (nas concentrações de 0 a 20 ng / mL) e sobrenadante do cultivo 

das células HK2 foram adicionados aos seus respectivos poços e colocados temperatura 

ambiente durante 2 horas. A placa foi lavada novamente e 100 µl de anticorpo biotinilado 

caprino anti-KIM-1 (400 ng/mL) foram adicionados a cada poço. A placa foi incubada à 

temperatura ambiente durante 2 horas, o passo de lavagem foi repetido e, após, 100 µL 

de estreptavidina-HRP foram adicionados a cada poço e incubados à temperatura 

ambiente durante 20 minutos. Após lavagem, 100 µL da solução de substrato foram 

adicionados a todos os poços e incubados à temperatura ambiente durante 7 minutos. A 

reação foi parada adicionando 50 de solução de paragem a todos os poços. A absorbância 

foi medida a 450 nm com uma correção de absorbância a 540 nm. A concentração de 

KIM-1 foi calculada com base na curva padrão e expressa em termos absolutos em ng/mL 

de sobrenadante. 

 

4.9 Investigação da inibição da enzima NADPH-oxidase 

No intuito de se avaliar a interação do Bisabolol com a enzima NADPH-oxidase, 

foi estudada a capacidade in vitro  da enzima de converter o substrato em produtos na 

presença de Bisabolol e também foi investigada a interação teórica in silico do Bisabolol 

com a isoforma NOX4 da enzima. 

 

4.9.1  Determinação da atividade enzimática 

Para determinação da atividade enzimática de NADPH-oxidase, foi utilizado um 

kit comercial (Abcam®, Cambridge, UK) e respeitando as orientações do fabricante. 

Resumidamente, 4 × 106 células HK2 foram utilizadas para cada ensaio. Os grupos 

experimentais foram divididos em controle, que são as células não expostas ao BIS e 

grupos tratados com BIS (nas concentrações de 250 e 62,5 µM) por 2 horas, todos os 

testes foram realizados em duplicata. Em seguida, foram centrifugadas (4000 RPM, 5 

minutos), lavadas com PBS gelado duas vezes e, em seguida, ressuspendidas em tampão 

de extração de NADP+/NADPH. Os tubos foram aquecidos em banho-maria a 60 ºC por 

30 minutos a fim de decompor o NADP+, restando apenas NADPH no meio reacional. 
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Finalmente, 50 µL do sobrenadante de cada amostra foram adicionados a 50 µL de 

mistura reacional em placas de 96 poços. As placas foram incubadas sob agitação a 37ºC 

e lidas por espectrofotometria após 0, 1, 2, 3, 4 e 5 minutos a 450 nm. Foi realizada a 

construção de uma curva-padrão, utilizando amostra referência fornecida pelo kit. As 

leituras de absorbância foram utilizadas para determinação da atividade enzimática nos 

grupos experimentais, seguindo as orientações do fabricante, indicando a concentração 

de NADPH (substrato) presente nas amostras. 

 

4.9.2  Docking molecular 

Os ensaios in silico foram realizados no Laboratório de Engenharia de Materiais 

e da Computação de Sobral (LEMCS), sob orientação do prof. Dr. Ricardo Santos. A 

avaliação da interação teórica do BIS com NADPH-oxidase foi realizada em comparação 

com o sítio ocupado pela Apocinina, um métoxi-catecol extraído de uma diversidade de 

plantas, a qual é um eficiente inibidor do complexo NADPH-oxidase e seu mecanismo 

de ação está relacionado à inibição da agregação dos componentes enzimáticos e à 

oxidação 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 

informações sobre a estrutura tridimensional de diversas proteínas. A otimização 

geométrica da estrutura do (-)-α-Bisabolol (PUBCHEM CID 1549992) foi realizada 

utilizando um método semiempírico PM7 pelo programa MOPAC2012 (disponível em 

http://openmopac.net). A identificação dos potenciais sítios de ligação 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, é realizada a 

busca de todos os possíveis modos de ligação entre proteína-alvo e ligante. Cada possível 

conformação foi avaliada por escores baseados na energia, complementaridade e forças 

eletrostáticas. Gráficos moleculares foram construídos usando o software UCSF Chimera 

1.8 package (PETTERSEN et al., 2004). 

 

4.10  Western Blot 

A identificação de proteínas em amostras é, com frequência, realizada através da 

técnica do Western blot. A técnica se baseia em duas etapas, cuja primeira é a separação 
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dos diferentes tipos de proteínas em uma cuba eletroforética, de acordo com seus pesos 

moleculares. A segunda etapa se caracteriza pela transferência das proteínas para uma 

membrana, permitindo a identificação destas utilizando-se um anticorpo que reconheça o 

epítopo da proteína de interesse, sendo, portanto, este um imunoensaio, uma 

representação das etapas do western blot está contida na figura 18. 

 

Figura 18. Representação da análise de proteínas por Western blot. 

 

Fonte: O autor. 

Dessa forma, o presente trabalho utilizou a técnica do Western Blot a fim de 

analisar alterações na expressão da isoforma NOX4 da enzima NADPH-oxidase em 

células HK2 em condições normais e após passarem pelo modelo de I/R in vitro. Foi 

avaliado também se o tratamento com Bisabolol foi capaz de gerar alguma interferência 

no nível de expressão dessa enzima.  
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4.10.1  Extração e quantificação de proteínas 

Visando a extração das proteínas das amostras, células HK2 em cultivo que 

foram submetidas ou não ao modelo de lesão por I/R e/ou foram tratadas com Bisabolol 

foram lavadas duas vezes com PBS gelado e, em seguida, adicionaram-se 300 μL de 

tampão RIPA (TrisHCl 50 mM; pH 7,4; NaCl 150 mM; deoxicolato de sódio 0,25%; NaF 

10 μg/mL e EDTA 1 mM) gelado adicionado coquetel inibidor de protease (1:100 de 

fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) a 2mM e o ortovanadato de sódio, um inibidor de 

fosfatase, a 1 mM). Em seguida, o material contido em placas de seis poços foi deslocado 

mecanicamente com um cell lifter nesta e transferiu-se o conteúdo 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 quantificação das proteínas totais. 

A quantificação de proteínas totais foi realizada por método colorimétrico 

(LOWRY et al., 1951) segundo metodologia do fabricante do kit comercial (BioRad 

Laboratories). Para calibração do método foi realizada uma curva padrão de proteína 

utilizando a albumina sérica bovina (BSA) em diluições que iam de 2,5 a 0,25 mg/mL, 

diluída em tampão RIPA. Em seguida, 5 μL de cada amostra ou BSA diluída, foram 

colocados em triplicata na placa de 96 poços. Adicionou-se, então, 25 μL da solução A e 

200 μL do reagente B, ambos contidos no kit comercial. A placa foi incubada no escuro 

sob agitação leve por 10 min e a leitura da absorbância foi feita em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 750 nm. A concentração de proteína em cada amostra foi 

determinada por meio de regressão linear da curva gerada pelo BSA, ao ser plotado o 

gráfico da absorbância versus quantidade de proteínas. 

Precedendo os experimentos, os volumes das amostras foram ajustados à 

concentração de 1 mg de proteína/ml e desnaturadas em banho a 96ºC em tampão de 

amostra contendo SDS (dodecilsulfato de sódio) por 5 minutos.  

4.10.2  Eletroforese em gel de poliacrilamida e transferência 

Para a separação das proteínas 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 tampão Tris-HCl 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 tampão Tris-HCl 0,5M, pH 6,8.  

Precedendo o início da corrida eletroforética, em um dos poços do gel foi 

adicionado um marcado de peso molecular (Full-Range Rainbow Marker: 12 – 225 kDa; 

GE Healthcare) e nos demais poços foram adicionados 20 µL da proteína extraída 

desnaturada de cada amostra (correspondente a 20 µg de proteína total por poço). Foi 

realizada a separação utilizando um potencial elétrico gerado por uma voltagem constante 

de 125 V e amperagem livre (Fonte elétrica modelo PowerPac™, modelo HCPower 

Supply) à temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora e meia, até o marcador de 

peso molecular se mostrar completamente separado no gel.  

As proteínas 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 eletrotransferência pelo método de 

imersão (BioRad Laboratories, modelo MiniTrans Plot Modulo), contendo papéis de 

filtro e esponjas molhados com tampão de transferência gelado (Tris-HCl 25 mM; pH 

8,3; glicina 192 mM e metanol 20%). A eletrotransferência foi realizada sob diferença de 

potencial elétrico gerado por amperagem constante de 400 mA, voltagem livre e 

temperatura de 4 °C durante 2 h. 

 

4.10.3  Imunodetecção 

Com o término da transferência, as membranas ficaram incubadas overnight com 

solução de BSA 5% em tampão Tris salina contendo 0,1% de tween 20 (TBST, pH 8,0) 

visando bloqueio de interações inespecíficas do anticorpo com a membrana. Em seguida, 

a membrana foi incubada por uma hora com o anticorpo primário de reconhecimento da 

isoforma Nox4 (~65 kDa) da NADPH-oxidase (Abcam, Cambridge, UK) diluído 1:1000 

em BSA 5% em TBST. O anticorpo primário anti β-actina (Abcam, Cambridge, UK) foi 

utilizado como padrão endógeno de proteína constitutiva.  

As membranas foram novamente submetidas a 5 lavagens com TBST 1x sob 

agitação moderada (5 minutos/lavagem) e incubadas com o anticorpo secundário anti-

rabbit IgG conjugado com enzima peroxidase (Abcam, Cambridge, UK), diluído na 

proporção de 1:3000 em BSA 5% em TBST. Para detecção por quimioluminescência, 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 aquisição de imagens foi realizada no 

equipamento ChemiDoc™ MP Imaging System (BioRad Laboratories). Para análise das 

imagens foi utilizado o Software Image Lab™ Software versão 5.1 (BioRad 

Laboratories). Após a normalização com a expressão da proteína constitutiva β-actina, foi 

atribuída à média do grupo controle um score de valor 1,0 e os resultados dos demais 

grupos foram expressos como unidades arbitárias de expressão relativa. 

 

4.11  Análise Estatística 

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

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

ANOVA seguido pelo post-test de Bonferroni. Como critério de significância foi aceito 

p < 0,05. As análises estatísticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism5.0 

(EUA). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Ensaios de viabilidade celular 

Inicialmente, com o objetivo de avaliar a citotoxicidade do Bisabolol nas células 

renais HK2, foi realizado o ensaio MTT visando traçar uma faixa de concentrações 

adequadas para trabalho, ou seja, concentrações que não sejam consideradas tóxicas. Foi 

observado que, nas concentrações avaliadas, o Bisabolol diminuiu a viabilidade celular 

nas concentrações de 500 e 1000 µM em condições normais de aerobiose, portanto, essas 

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

 

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

Bisabolol em células renais HK2. 
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Os resultados são mostrados como média ± SEM. p <0,05 comparado aos grupos de controle de veículo. 

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

*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 concentrações de Bisabolol (µM). 

 Viabilidade Celular (%) 

Controle negativo 97,9 ± 1,3 

Bisabolol 31,25 µM 92,8 ± 0,9 

Bisabolol 62,5 µM 96,7 ± 1,2 

Bisabolol 125 µM 93,2 ± 1,5 

Bisabolol 250 µM 95,4 ± 1,2 

Bisabolol 500 µM 81,7 ± 1,8* 

Bisabolol 100 µM 72,6 ± 1,5* 

Os dados estão expressos como média padrão ± EPM e avaliados por one-way ANOVA com pós-teste de 

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

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A hipóxia associada à rápida oxigenação e consequente desequilíbrio redox é 

uma característica pronunciada de lesões por isquemia/reperfusão. Nesse contexto, na 

figura 20 e tabela 2 é possível 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 manutenção da viabilidade, especialmente na 

concentração de 62,5 µM, que após 24 horas de tratamento mostrou uma viabilidade de 

77,5% em relação ao grupo controle, sendo considerada a mais baixa concentração a 

apresentar efeito protetor. Na concentração de 250 µm apresentou-se uma viabilidade de 

72,5%; então essas duas concentrações foram escolhidas para os próximos experimentos.  
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Figura 20. Ensaio de viabilidade celular de redução do MTT mostrando a morte de 

células renais HK2 após isquemia/reperfusão e a recuperação após a exposição ao 

Bisabolol. 
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Os resultados são mostrados como média ± SEM. p <0,05 comparado aos grupos de controle de veículo. 

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

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

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

com diferentes concentrações de Bisabolol (µM). 

 Viabilidade Celular (%) 

Controle negativo 98,3 ± 1,3 

Isquemia/reperfusão 50,7 ± 2,1* 

Bisabolol 31,25 µM 58,3 ± 1,7# 

Bisabolol 62,5 µM 77,5 ± 1,9*# 

Bisabolol 125 µM 72,8 ± 0,9*# 

Bisabolol 250 µM 72,5 ± 1,8*# 

Os dados estão expressos como média padrão ± EPM e avaliados por one-way ANOVA com pós-teste de 

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

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.2 Ensaios por citometria de fluxo 

5.2.1  Avaliação do mecanismo de morte celular 

A morte dos diversos tipos celulares que compõem 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 marcação com 7AAD/Anexina V-PE, cujos resultados numéricos são 

representados na figura 21 e expressos na tabela 3.  

As células submetidas a I/R mostraram marcação significativa com Anexina-V 

(7AAD-/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 sinalização da morte celular programada. 

Além disso, uma população de células duplamente marcadas (7AAD+/Anx+) estava 

presente no grupo I/R, indicando apoptose tardia ou necrose secundária (16,17% dos 

eventos); o gráfico de densidade comparativa são mostrados na Figura 22. Nas 

concentrações utilizadas, o Bisabolol foi capaz de reduzir a morte celular, pois o grupo 
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tratado com 250 µM de Bisabolol reduziu a população marcada com Anexina-V em 

26,9% dos eventos e a população de células duplamente marcadas em 6,9%. 

Adicionalmente, o grupo tratado com Bisabolol 62,5 µM apresentou um padrão 

semelhante, reduzindo a população marcada com Anexina V para 26,3% e a população 

duplamente marcada para 4,4%. 

 

Figura 21. Representação do ensaio de avaliação da via de morte celular. As células 

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

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

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

ANOVA, seguido de pós-teste de Bonferroni. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 3. Análise 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 concentrações de Bisabolol (µM). 

Eventos (%) 7AAD-/Anx- 7AAD+/Anx+ 7AAD+/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 35,8 ± 1,2* 

Bisabolol 250 µM  58,9 ± 1,7*# 6,9 ± 0,3*# 1,5 ± 0,1 26,9 ± 1,0*# 

Bisabolol 62,5 µM 72,6 ± 2,0*# 4,4 ± 0,09*# 0,4 ± 0,05 26,3 ± 0,6*# 

BIS = (-)-α-Bisabolol; I/R = Isquemia/Reperfusão; 7AAD-/Anx- = células viáveis; 7AAD+/Anx- = células 

necróticas; 7AAD-/Anx+ = células apoptóticas; 7AAD+/Ax+ = células em apoptose tardia. Os dados estão 

expressos como média padrão ± EPM e avaliados por one-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. 

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

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 22. Gráficos density plot representativos da densidade comparativa da avaliação 

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

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

 

(A)Grupo controle; (B) grupo Isquemia/Reperfusão (I/R); (C) células tratadas com Bisabolol a 250 µM; 

(D) células tratadas com Bisabolol a 62,5 µM. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.2.1  Análise da produção de ERO citoplasmáticas. 

Uma das principais causas de morte celular por apoptose é o estresse oxidativo 

causado pelo acúmulo intracitoplasmático de ERO, o que leva à oxidação de lipídios de 

membrana, degradação do DNA, formação de corpos apoptóticos e Apoptose. Nesse 

sentido, a aferição da produção de ERO intracitoplasmática foi realizada através da 

medição da fluorescência relativa à oxidação do DCFH-DA.  

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

fluorescência relativa, que o protocolo I/R foi capaz de aumentar a produção de ERO em 
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30% dentro da célula. Além disso, o tratamento com Bisabolol após I/R reduziu essa 

elevação para 15,1% no grupo de 250 µM e para 7,4% no grupo de 62,5 µM. Histogramas 

representativos das populações celulares são mostrados nas figuras 24 e 25. 

 

Figura 23. Análise do estresse oxidativo e produção de ERO citoplasmáticas em células 

renais HK2 por citometria de fluxo através do ensaio utilizando o DCFH-DA.   
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Os dados são expressos como fluorescência relativa ao controle ± SEM. p <0,05. Os dados foram analisados 

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

Isquemia/reperfusão. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 4. Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio citoplasmáticas. 

Intensidade de fluorescência relativa (IFR) das células renais HK2 submetidas ao modelo 

de I/R e tratadas com diferentes concentrações de Bisabolol. 

 Controle I/R 31,25 µM 62,5 µM 

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

Os dados estão expressos como média padrão ± EPM e avaliados por one-way ANOVA com pós-teste de 

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

Isquemia/reperfusão. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 

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

tratado com Bisabolol na concentração de 250 µM. 

 

Estão apresentados o grupo controle, I/R (isquemia/reperfusão) e tratado com Bisabolol 250 µM. Os picos 

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

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

tratado com Bisabolol na concentração de 62,5 µM. 

 

Estão apresentados o grupo controle, I/R (isquemia/reperfusão) e tratado com Bisabolol 62,5 µM. Os picos 

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

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.2.2  Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial 

Situações de hipóxia ou acúmulo de ERO podem levar à disfunção mitocondrial, 

especialmente no contexto do potencial elétrico transmembrana, essencial para a 

respiração celular. O ΔΨm foi medido usando uma sonda fluorescente chamada 

Rhodamine-123. A figura 26 e a tabela 5 mostram os resultados em termos de intensidade 

de fluorescência relativa. Os dados permitem observar que o grupo I/R mostrou 

aproximadamente apenas metade do potencial mitocondrial comparado ao grupo 

controle, indicado pela diminuição no acúmulo e, consequentemente, na marcação de 

Rho-123. Além disso, o Bisabolol aproximou o ΔΨm dos grupos tratados com o do grupo 

controle. O grupo tratado com Bisabolol 250 µM apresentou 61,2 % de ΔΨm e o grupo 

tratado com Bisabolol 62,5 µM apresentou um resultado melhor, aumentando ΔΨm para 

83,5 % com relação ao controle. Histogramas representativos das populações celulares 

são mostrados nas Figuras 27 e 28. 
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Figura 26. Análise do potencial transmembrânico mitocondrial em células renais HK2 

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

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

Isquemia/reperfusão. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Tabela 5. Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial. Intensidade de 

fluorescência relativa (IFR) das células renais HK2 submetidas ao modelo de I/R e 

tratadas com diferentes concentrações de Bisabolol. 

 Controle I/R Bisabolol 31,25 µM Bisabolol 62,5 µM 

IFR 1,00 ± 0,02 0,51 ± 0,01* 0,61 ± 0,01*# 0,83 ± 0,02*# 

Os dados estão expressos como média padrão ± EPM e avaliados por one-way ANOVA com pós-teste de 

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

Isquemia/reperfusão. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 27. Histograma representativo do ensaio com Rodamina 123, apresentando grupo 

tratado com Bisabolol na concentração de 250 µM. 

 

Estão apresentados o grupo controle, I/R (isquemia/reperfusão) e tratado com Bisabolol 250 µM. Os picos 

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

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

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

tratado com Bisabolol na concentração de 62,5 µM. 

 

Estão apresentados o grupo controle, I/R (isquemia/reperfusão) e tratado com Bisabolol 62,5 µM. Os picos 

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

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

No sentido de associar os resultados celulares e bioquímicos obtidos com a 

avaliação do dano celular direto, alterações qualitativas nas células HK2 foram analisadas 

por microscopia eletrônica 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 lesão de I/R apresentaram alterações ultraestruturais, como retração do 

volume celular, formação de corpos apoptóticos por fragmentação citoplasmática e 

diminuição adesão à matriz extracelular. Os tratamentos com Bisabolol nas concentrações 

de 250 e 62,5 μM foram capazes de reverter parcialmente as alterações. 

 

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

HK2 do grupo controle. 

 

As imagens foram obtidas com o Microscópio Quanta 450 FEG-FEI (×50.000). 

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

HK2 submetidas à isquemia/reperfusão. 

 

As imagens foram obtidas com o Microscópio Quanta 450 FEG-FEI (×50.000). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 31. Micrografia obtida por microscopia eletrônica de varredura de células renais 

HK2 submetidas à isquemia/reperfusão e tratadas com Bisabolol na concentração de 250 

µM. 

 

As imagens foram obtidas com o Microscópio Quanta 450 FEG-FEI (×50.000). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 32. Micrografia obtida por microscopia eletrônica de varredura de células renais 

HK2 submetidas à isquemia/reperfusão e tratadas com Bisabolol na concentração de 62,5 

µM. 

 

As imagens foram obtidas com o Microscópio Quanta 450 FEG-FEI (×50.000). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.4 Determinação dos níveis de TBARS e GSH 

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

nas células, os níveis de TBARS e GSH foram medidos. No grupo I/R foi observado um 

aumento significativo da concentração de TBARS (Figura 33), e uma diminuição nos 

níveis da forma reduzida da glutationa (GSH) (Figura 34) quando comparados com o 

controle. Além disso, o tratamento com Bisabolol foi capaz de reduzir essas alterações de 

forma dependente da concentração, sugerindo que o Bisabolol tem um efeito antioxidante 

direto nas células HK2, impedindo a oxidação de lipídios, especialmente os fosfolipídios 
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da membrana e aumentando as defesas antioxidantes das células, como é o caso da GSH. 

Os dados numéricos estão expressos na tabela 6. 

 

Figura 33. Avaliação do estresse oxidativo através da medida das concentrações de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) em células renais HK2. 
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Os dados são expressos como média ± SEM. C- = Controle negativo; I/R = isquemia/reperfusão. Os dados 

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

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 34. Avaliação do estresse oxidativo através da mensuração dos níveis de 

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

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

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 6. Avaliação do estresse oxidativo através da mensuração dos níveis de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e de glutationa reduzida (GSH) em 

células renais HK2. 

 TBARS (ng/mg) GSH (nmol/mg) 

Controle negativo 10,3 ± 0,5 27,2 ± 1,5 

Isquemia/reperfusão 50,1 ± 1,3* 12,6 ± 0,8* 

Bisabolol 31,25 µM 33,4 ± 0,9*# 13,45 ± 0,8* 

Bisabolol 62,5 µM 25,2 ± 1,1*# 17,0 ± 0,7*# 

Bisabolol 125 µM 18,2 ± 0,9*# 20,2 ± 0,4*# 

Bisabolol 250 µM 10,4 ± 0,6*# 21,8 ± 0,6*# 

Os dados estão expressos como média padrão ± EPM e avaliados por one-way ANOVA com pós-teste de 

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

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.5 Mensuração dos níveis de KIM-1  

Células tubulares proximais são potencialmente propensas a sofrer os danos 

oxidativos por serem acentuadamente funcionais. Com o objetivo de analisar o dano 

específico nas células renais, avaliou-se a liberação 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 liberação apresente uma especificidade relacionada ao dano epitelial no túbulo 

proximal. 

A figura 35 e a tabela 7 mostram que o protocolo de  I/R foi capaz de triplicar os 

níveis basais de KIM-1 encontrados no grupo controle. Adicionalmente, O Bisabolol 

reduziu os níveis de KIM-1 no sobrenadante em todas as concentrações avaliadas, 

indicando que o tratamento pode proteger as células renais tubulares dos danos causados 

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

HK2. 
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Os dados são expressos como média ± SEM. I/R = Isquemia/reperfusão. Os dados 

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

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

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

 KIM-1 (ng/mL) 

Controle negativo 5,1 ± 0,2 

Isquemia/reperfusão 15,3 ± 0,4* 

Bisabolol 31,25 µM 13,2 ± 0,3*# 

Bisabolol 62,5 µM 10,5 ± 0,6*# 

Bisabolol 125 µM 10,6 ± 0,3*# 

Bisabolol 250 µM 11,2 ± 0,3*# 

Os dados estão expressos como média padrão ± EPM e avaliados por one-way ANOVA 

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

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.6 Inibição da enzima NADPH-oxidase 

Substâncias antioxidantes, no microambiente celular, podem agir diretamente 

nas ERO pré-formadas ou prevenindo a formação destas em vias enzimáticas. Visando 

compreender melhor o mecanismo de proteção contra os danos relacionados à I/R, a 

inibição da enzima NADPH-oxidase foi investigada, uma vez que esta é uma das 

principais fontes de ERO em condições fisiológicas e patológicas no epitélio tubular. Para 

tanto, foram utilizadas duas metodologias: a primeira foi a avaliação da atividade 

enzimática in vitro através da medição da produção do substrato NADPH; a segunda foi 

a análise in silico do acoplamento molecular visando analisar a interação molecular do 

Bisabolol com a enzima.  

 

5.6.1  Ensaio de avaliação da atividade enzimática 
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NADPH exerce um importante papel na regulação do equilíbrio redox nas 

células e previne contra danos oxidativos, portanto o NADPH funciona como um 

antioxidante endógeno. Como demonstrado na figura 36 e na tabela 8, em nossos 

experimentos, o Bisabolol nas concentrações estudadas mostrou-se capaz de induzir a produção 

de NADPH possivelmente através da inibição de sua oxidação pela enzima NADPH-oxidase, 

indicando, portanto, um potencial antioxidante e protetor no contexto da lesão renal por 

isquemia/reperfusão. 

 

Figura 36. Efeito do Bisabolol sobre a produção de NADPH em células renais HK2.  

Os dados são expressos como média ± SEM. Os dados analisados por one-way ANOVA com pós-teste de 

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

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 8. Produção de NADPH em células renais HK2 na presença de Bisabolol. 

Tempo (minutos) Controle BIS 250 µM BIS 62,5 µM 

1 11,5 ± 0,02 13,3 ± 0,09 14,5 ± 0,03 

2 25,8 ± 0,2 31,7 ± 0,4 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 estão expressos como média padrão ± EPM e avaliados por one-way ANOVA com pós-teste de 

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

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.6.2  Ensaio de Docking molecular 

No ensaio in silico de previsão teórica por docking molecular, o Bisabolol 

interagiu com o domínio SH3A, contido no sítio p47phox presente na isoforma Nox4 e 

que é o mesmo sítio de ligação da apocinina, inibidor enzimático amplamente descrito na 

literatura. A figura 37 apresenta detalhe do sitio de ligação do Bisabolol com a enzima, 

mostrando os principais resíduos envolvidos (considerando uma distância de 2.5 Ǻ) e a 

presença de duas ligações de hidrogênio entre o ligante e o resíduo de metionina MET175. 

Adicionalmente, os principais resíduos envolvidos são metionina (MET175), serina 

(SER173), fenilalanina (PHE195) e triptofano (TRP193), presentes no sítio catalítico da 

enzima, sugerindo que essas interações com o Bisabolol podem interferir na atividade da 

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

Docking molecular. 

 

 

(A) Representação do acoplamento molecular do Bisabolol com a isoforma NOX4 da enzima NADPH-

oxidase; (B) indicação em perspectiva da interação do Bisabolol com os aminoácidos do sítio p47phox 

presente na isoforma NOX4. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

A 

B 
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5.7 Avaliação da expressão de NOX4 em células renais HK2 por Western Blot 

Com o intuito de se avaliar nas células HK2 a influência do processo de I/R e do 

tratamento com o Bisabolol, foi feita a análise da expressão de proteínas por Western 

Blot. Foram extraídas as proteínas das células não tratadas, referentes ao grupo controle, 

as células que passaram pelo procedimento de I/R, chamado grupo lesão e aquelas células 

que, além de serem submetidas a I/R, foram tratadas com Bisabolol nas concentrações de 

250 e 62,5 µM, respectivamente, essas concentrações foram escolhidas por terem 

mostrado efeito protetor no ensaio de viabilidade celular. 

Dessa forma, foi analisada a expressão da isoforma NOX4 da enzima NADPH-

oxidase normalizada pela análise concomitante da expressão da proteína constitutiva β-

actina, conforme demonstrado na figura 38. A isoforma NOX4 é a mais abundante no 

tecido renal e é uma das responsáveis pelos efeitos fisiológicos e patológicos da enzima 

nesses órgãos. Conforme dados contidos na figura 39 e na tabela 9, as análises permitiram 

observar que, nas células que passaram pela lesão por I/R os níveis intracelulares da 

NOX4 praticamente triplicaram quando comparados com os do grupo controle. Ademais, 

o tratamento com o Bisabolol se mostrou capaz de reduzir os níveis de NOX4 após I/R, 

indicativo de proteção celular. Na concentração de 250 µM, o Bisabolol reduziu em 

50,2% a expressão da enzima quando comparado com o grupo I/R; já na concentração de 

62,5 µM, a redução foi de 20%. 

Juntos, esses dados sugerem que o efeito nefroprotetor do Bisabolol pode se dar 

através na inibição da expressão da enzima NADPH-oxidase, sobretudo a isoforma 

NOX4, sendo essa uma das principais responsáveis pela geração de ERO intracelular. 
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Figura 38. Fotografia representativa do ensaio de Western blot, representando a 

expressão da enzima NADPH-oxidase (isoforma NOX4) em células renais HK2 em 

comparação com a expressão de β-actina em células expostas à isquemia/reperfusão (I/R). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Figura 39. Expressão relativa de NOX4 em células renais HK2 submetidas à 

isquemia/reperfusão (I/R) e tratadas com Bisabolol. 
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Os dados estão expressos como média padrão ± EPM e avaliados por one-way ANOVA com pós-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/reperfusão 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 estão expressos como média padrão ± EPM e avaliados por one-way ANOVA com pós-teste de 

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

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6. DISCUSSÃO 

 

A LRA causada por I/R é um fenômeno multifatorial e complexo que pode levar 

a diversos desfechos, inclusive, em muitos casos, à falência múltipla de órgãos e morte 

(PARIKH et al., 2017). Os mecanismos que dão início à LRA ainda não estão claros; 

contudo, já é bem descrito que, durante a I/R renal, as ERO produzidas pelas mitocôndrias 

desempenham um papel importante na lesão tecidual. Os mecanismos subjacentes aos 

danos renais costumam ser multifatoriais e interdependentes, envolvendo hipóxia, dano 

por estresse oxidativo e resposta inflamatória. Nesse contexto, o estresse oxidativo pode 

levar à oxidação da membrana fosfolipídica e consequente inflamação (ZHAO et al., 

2018).  

Devido à relevância dessa condição patológica, se faz necessária a descoberta de 

novas moléculas capazes de proteger o rim deste tipo de lesão. Previamente, nosso grupo 

de pesquisa demonstrou o potencial nefroprotetor do (-)-α-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 são uma linhagem 

celular imortalizada de túbulos proximais de humanos saudáveis e são amplamente 

utilizadas em estudos de citotoxicidade, da função renal e de efeitos de fármacos em 

estudos translacionais (RYAN et al., 1994). 

A metodologia experimental utilizada neste estudo é um modelo bem descrito e 

estabelecido, que mimetiza a hipóxia e a reoxigenação 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 recuperação de células renais humanas após a lesão por I/R e consecutivo 

tratamento com Bisabolol. Esse método permite a avaliação isolada das células sem 

interferência de mecanismos teciduais compensatórios ou de mediadores biológicos 

extrarrenais. 

Quando submetidas ao ensaio do MTT, as células tratadas com Bisabolol 

apresentaram redução da viabilidade celular apenas nas duas maiores concentrações 

testadas. Assim, essas duas concentrações foram excluídas dos demais ensaios, 

mantendo-se no estudo as concentrações subtóxicas. A baixa citotoxicidade do Bisabolol 

sobre células normais de mamíferos tem sido descrita por diferentes autores (MENEZES, 

2017; DIAS et al., 2018; HAJAJI et al., 2018), e essa característica 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). 

Após a indução de I/R, foi observado redução 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 lesão, com morte de aproximadamente 50%. As células tratadas com 

Bisabolol apresentaram recuperação parcial da viabilidade, demonstrando que essa 

substância 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 população de células apoptóticas, 

esses efeitos podem ser mediados por mecanismos antioxidantes e anti-inflamatórios 

(ROCHA et al., 2011). Adicionalmente, essa substância foi capaz de reduzir inflamação 

cutânea e a produção de citocinas pró-inflamatórias 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 alterações morfológicas e funcionais 

características de necrose e/ou apoptose. Esse método tem a vantagem de ser de fácil 

execução e interpretação e possuir alta reprodutibilidade (CHRISTENSEN et al., 2013). 

As células expostas à I/R apresentaram aumento na externalização de fosfatidilserina. 

Essa molécula está relacionada à sinalização de células para fagocitose e remoção. 

Os resultados do presente trabalho mostraram uma diminuição significativa no 

número de células viáveis associado à marcação característica de apoptose nos grupos 

submetidos à I/R. Um estudo recente demonstrou que a administração de um flavonoide 

antioxidante, chamado hydroxysafflor yellow A, melhorou a injúria causada por I/R, 

aumentando a recuperação e atenuando a apoptose das células renais. Os autores 

descrevem ainda que esse efeito está associado à diminuição da expressão do fator pró-

inflamatório TNF-α e aumento dos níveis da citocina anti-inflamatória IL-10 (BAI et al., 

2018). Além disso, a relação entre os efeitos antioxidantes e antiapoptóticos de várias 

substâncias tem sido descritas para diversas substâncias (CARPENTIERI et al., 2014; 

ZHU et al., 2014; RESCIGNO; TECCE; CAPASSO, 2018). 



81 
 

Um estudo in vivo mostrou por microscopia eletrônica que os rins submetidos a 

I/R apresentavam microvilosidades do túbulo proximal encurtados, perda mitocondrial 

no epitélio do túbulo distal, retração do volume celular e emergência de corpos 

multivesiculares de endossomos, gerando uma conexão translacional com os resultados 

in vitro do presente trabalho (CHIHANGA et al., 2018). No presente trabalho, foi 

realizada a avaliação morfológica por microscopia eletrônica de varredura, com o 

objetivo de se identificar as alterações ultraestruturais induzidas pela I/R e o efeito do 

Bisabolol. As células expostas a I/R apresentaram alterações morfológicas características 

relacionadas à apoptose e a exposição ao Bisabolol foi capaz de reverter, embora 

parcialmente, essas alterações. Os achados reforçam os indícios experimentais de que o 

Bisabolol exerce efeito antiapoptótico, podendo agir como protetor da lesão causada por 

eventos isquêmicos. 

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 citoplasmático e mitocondrial, respectivamente. A 

presença de Bisabolol causou diminuição do acúmulo de ERO induzido pela I/R, além de 

melhorar o potencial trasmembranico mitocondrial, como observado pelo aumento do 

acúmulo mitocondrial de Rho123. Esses resultados apontam para o envolvimento da 

respiração celular e do equilíbrio redox nos processos de morte e de recuperação, bem 

como do mecanismo de ação da substância em estudo. 

Uma das principais e mais eficientes estratégias teciduais para controle do 

balanço redox é o controle enzimático; enzimas constitutivas têm sua expressão 

aumentada durante a injúria e, consequentemente atuam inibindo a formação de ERO ou 

as reduzindo a substâncias menos nocivas (CHOI et al., 2016). A NADPH-oxidase é uma 

enzima com atividade constitutiva, contribuindo para o equilíbrio redox numa diversidade 

de tecidos. No tecido renal, a transferência de elétrons catalisada pela isoforma NOX4 

tem sido mostrada como uma fonte de ERO em concentrações fisiológicas. Entretanto, a 

superexpressão dessa enzima está relacionada à fisiopatologia da LRA, através da 

produção exacerbada de ERO e indução de morte celular por apoptose (WENG et al., 

2018). 

A apoptose é um fenômeno complexo que determina as complicações da lesão 

de I/R, principalmente relacionadas à oxidação de lipídios e danificação dos ácidos 

nucléicos (CHIHANGA et al., 2018). Estudos anteriores mostraram que a presença 
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intracelular de substâncias antioxidantes após I/R, incluindo o NADPH, reduz a expressão 

de moléculas pró-apoptóticas, como Bax e Caspase 3 clivada, e aumenta a concentração 

da proteína anti-apoptótica Bcl-2, além de melhorar a função mitocondrial. Assim, o 

consumo do NADPH causado pelo estresse oxidativo sugere o desenvolvimento de 

apoptose pela via intrínseca, enquanto que o aumento de NADPH estimulado por 

substâncias antioxidantes pode representar o mecanismo de proteção (ZHU et al., 2014; 

CHOI et al., 2016; WENG et al., 2018). 

Evidências sugerem que a disfunção mitocondrial é um ponto chave nas 

disfunções dos túbulos renais, bem como das comorbidades relacionadas à doença renal 

crônica e desempenham um importante papel como novos alvos terapêuticos. Uma 

variedade de agentes (incluindo endógenos 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 preservação das 

funções renais. Entretanto, para uma correta utilização destes agentes é extremamente 

importante entender seus efeitos e identificar um alvo para as intervenções (GRANATA 

et al., 2015).  

O desequilíbrio na função mitocondrial é um dos mecanismos que leva à 

disfunção e à apoptose celular. Estudos de apoptose induzida por LPS (lipopolissacrídeo) 

bacteriano em células HK2 demonstram que a disfunção do balanço da dinâmica 

mitocondrial e do potencial transmembrânico mitocondrial são revertidos pela utilização 

de substâncias antioxidantes e anti-inflamatórias, diminuindo a formação de ERO e a 

consequente acumulação de TBARS, além da diminuição da externalização da 

fosfatidilserina sinalizada pela anexina, achados esses associados à potencialização da 

função tubular (LIU et al., 2018). 

Em vista disso, o estresse oxidativo nas células foi avaliado através da 

quantificação de GSH e TBARS. Sob condições 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 relação GSSG/GSH (WU et al., 2004). 

Estudos demonstram que as substâncias antioxidantes são capazes de atenuar alterações 

nos níveis de GSH induzidos pela lesão de I/R (BALLATORI, 2009; COSTA et al., 2015) 

Além disso, ERO são produzidas durante a reintrodução de oxigênio a um tecido 

previamente isquêmico, resultando em alterações na relação entre fatores pró e 
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antioxidantes (WU et al., 2004; KADKHODAEE; NAJAFI; SEIFI, 2014). A formação 

de ERO desempenha um papel importante no desenvolvimento da LRA. Níveis 

aumentados de TBARS após isquemia renal têm sido descritos como marcador de estresse 

oxidativo (KADKHODAEE; NAJAFI; SEIFI, 2014; NAJAFI et al., 2014). A utilização 

de substâncias antioxidantes, tais como própolis vermelho (COSTA et al., 2015) e extrato 

de Tribulus terrestris (NAJAFI et al., 2014)na melhoria da lesão renal são 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 

diminuição de GSH nas células submetidas à I/R, quando comparado ao grupo controle. 

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

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 níveis de TBARS resultantes da 

peroxidação lipídica e prejudicando a inflamação sinalizada por NF-κB, resultados estes 

comprovados in vivo, sobretudo na observação histológica dos rins de roedores 

submetidos à hipóxia (WENG et al., 2018). O GSH, juntamente com a glutationa 

peroxidase, bloqueia a peroxidação, reduzindo os níveis de TBARS e protegendo a 

proteína da oxidação não enzimática (ALTENHO et al., 2015). Alguns estudos mostram 

que a presença de NADPH nas células pode prevenir a oxidação da GSH (LI et al., 2015), 

apoiando nossos resultados de medição do nível de TBARS e GSH nas células. Além 

disso, já foi descrito que o NADPH pode proteger o tecido renal tubular contra I/R renal, 

reduzindo o acúmulo de ERO (DUTTA et al., 2017; WENG et al., 2018). 

Um trabalho recente mostrou que substâncias antioxidantes formuladas em 

sistemas especiais de entrega mitocondrial melhoraram a disfunção nessa organela e o 

processo inflamatório na LRA in vivo e, consequentemente, atenuaram o dano tubular 

renal após a I/R, incluindo efeito antiapoptótico e diminuição da liberação de KIM-1 

(ZHAO et al., 2018). Assim, nossos resultados de citometria de fluxo corroboram com o 

aumento da liberação de KIM-1 encontrado em células HK2 submetidas a I/R e com a 

melhora após o tratamento com Bisabolol. 

O KIM-1, uma glicoproteína (90 kDa) transmembrânica, está localizado na 

membrana apical das células tubulares proximais. É conhecido que o seu domínio 

extracelular é clivado durante a injúria renal, o que é capaz de transformar células locais 

em fagócitos para remoção de corpos apoptóticos. O domínio clivado é então eliminado 
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na urina e se torna detectável. No presente trabalho, o sobrenadante das células HK2 foi 

colhido para determinar a concentração de KIM-1 e correlacioná-la com a injúria 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 à 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 detecção urinária de KIM-1 tem sido estudada como um potencial biomarcador 

precoce, sensível e específico do dano celular no epitélio tubular, uma vez que é 

detectável durante o início da LRA e sua presença nessa amostra representa sua produção 

intrarrenal (PARIKH; MANSOUR, 2017). 

O estresse oxidativo e a formação de ERO a ele associada são descritos como 

mecanismos de disfunção epitelial na LRA induzida por I/R (TAO et al., 2018). No 

entanto, as ERO têm funções essenciais nos processos de sinalização celular, como a 

regulação da proliferação, diferenciação e migração celular (JEONG et al., 2018). Assim, 

a NADPH-oxidase catalisa a formação de ERO em condições fisiológicas e 

fisiopatológicas (ALTENHO et al., 2015). Portanto, essa enzima pode ser considerada 

um alvo para o tratamento do desequilíbrio redox no tecido epitelial (CHEN et al., 2018). 

A busca farmacológica de substâncias antioxidantes com efeitos farmacológicos 

tem sido um desafio para os pesquisadores. No entanto, estudos anteriores mostraram que 

a suplementação com substâncias que combatem a formação de ERO, como vitamina C 

e E, glutationa e acetilcisteína, se tornaram ineficazes na redução total de danos após 

lesões isquêmicas (YOUSEF et al., 2012; WENG et al., 2018). Assim, a abordagem atual 

no contexto do estresse oxidativo é o uso de moléculas direcionadas às fontes enzimáticas 

das ERO fisiopatológicas, impedindo sua formação ao invés de remover espécies pré-

formadas (ALTENHO et al., 2015). 

No presente estudo, foram realizados ensaios de interação teórica in silico, os 

quais sugerem que o Bisabolol é capaz de interagir com a subunidade citosólica p47phox 

de NOX4, uma das principais fontes enzimática de ERO renais, que funcionam como 

segundo mensageiros e transportadores de elétrons intracitoplasmáticos. A subunidade 

p47phox é essencialmente importante para os mecanismos fisiopatológicos da NOX4, 
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pois induz a ativação da enzima pela ligação a outra subunidade, a proteína 

transmembrana p22phox (DUTTA et al., 2017).  

Em nosso ensaio de atividade enzimática, o Bisabolol foi capaz de inibir a 

oxidação catalítica de NADPH. Este substrato pode prevenir danos renais oxidativos e 

desempenha um papel importante na regulação do status de redox celular. Estudos prévios 

mostram que a redução na atividade dos NOX confere menor vulnerabilidade às linhagens 

celulares, tornando-as mais resistentes (ZHU et al., 2017). A apocinina é uma substância 

conhecidamente inibidora das enzimas NOX e é usada em diversos protocolos 

experimentais. Ela age bloqueando a subunidade p47phox, ligando-se ao domínio SH3A 

(uma região rica em lisina/arginina). Esse domínio é fundamental para a interação 

p47phox- p22phox e consequentemente para a atividade catalítica da enzima 

(KANEGAE et al., 2010; MART et al., 2013). 

Estudos prévios demonstram que a utilização de substâncias antioxidantes pode 

influenciar na expressão proteica, incluindo proteínas envolvidas no processo 

inflamatório, como a COX-2 (ciclooxigenase do tipo 2) e a NF-κB (fator nuclear kappa 

B), estando esses eventos relacionados à concentração intracelular de NADPH (WENG 

et al., 2018). Esses mecanismos celulares podem acontecer a  nível de transcrição do 

material genético. Em seu estudo, Pendyala et al. (2009) demonstrou que geração de ERO 

induzida por hiperóxia  em células endoteliais de pulmão humano aumentou a expressão 

de RNA mensageiro (mRNA) direcionado à expressão das proteínas NOX4 e NOX2, 

influenciando em funções celulares básicas, como crescimento celular e migração. 

Uma vez que o Bisabolol se mostrou capaz de inibir a enzima NOX4, decidiu-

se estudar a influência desse terpeno na expressão da enzima por Western Blot. A I/R 

causou aumento da expressão 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 formação de 

ERO através da redução da expressão e atividade de NOX4. Assim, seu mecanismo 

protetor está associado à prevenção do dano causado por ERO, e não simplesmente 

removendo ERO pré-formadas.  

De fato, substâncias bioativas, principalmente os terpenos, são descritas como 

agentes antioxidantes, sendo uma característica comum entre os compostos fenólicos 

(GANZERA et al., 2006). O Bisabolol é descrito como uma substância citoprotetora 

contra as ERO geradas em diversas situações, inclusive após exposição à radiação 
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ultravioleta (BIGAGLI et al., 2017), drogas citotóxicas (PRADO et al., 2017) e hipóxia 

(DA COSTA et al., 2015; SAMPAIO et al., 2016). Além disso, suas propriedades 

antiapoptóticas já foram estudadas (SHANMUGANATHAN et al., 2018).  

Já foi demonstrado que, em tecidos submetidos a I/R, há um upregulation da 

expressão da isoforma NOX4, relacionada com o stress causado pelo acúmulo de ERO. 

Adicionalmente, o tratamento com compostos fenólicos antioxidantes diminui a 

expressão da enzima, decaindo os níveis teciduais de ERO, sobretudo peróxido de 

hidrogênio. Esses eventos estão associados ao efeito antiapoptótico dessas substâncias  

(LU et al., 2017). 

Os compostos fenólicos foram previamente descritos como tendo afinidade com 

as isoformas de NOX, prejudicando a formação do ânion catalítico superóxido (O2
−) 

(CHAVUSHYAN et al., 2017) e envolvendo a regulação da expressão de NOX, incluindo 

a subunidade p47phox (KIKUCHI et al., 2018). Portanto, o presente estudo corrobora tal 

informação, demonstrando que o Bisabolol tem um papel protetor nas células HK2 

tubulares através da interação com a enzima NADPH-oxidase, regulando o equilíbrio 

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 clínicas, estratégias diagnósticas e ferramentas farmacológicas na pesquisa e 

no desenvolvimento de terapias. A seguir, na figura 40, é apresentado um mapa mental 

que correlaciona os achados do presente trabalho. 
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Figura 4040. Fluxograma com a correlação dos achados do presente trabalho. 

 

87 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente estudo demonstraram que o tratamento com Bisabolol 

protege as células epiteliais tubulares renais humanas (HK2) contra o dano oxidativo 

causado pela hipóxia e reoxigenação na LRA causada por I/R. Este efeito está relacionado 

à inibição da apoptose, a qual pode ser causada pelo acúmulo de ERO, com consequente 

alteração mitocondrial e sinalizada pela liberação de KIM-1 em células tubulares. Por se 

tratar de uma das principais fontes de ERO em condições fisiológicas constitutivas e 

patológicas, a enzima NADPH-oxidase (isoforma NOX4) é um alvo farmacológico em 

potencial no contexto da nefroproteção; dessa forma, foi demonstrado que o Bisabolol 

inibiu a atividade da enzima NOX4 nas células tubulares, prejudicando a síntese de ERO, 

melhorando a função mitocondrial e aumentando a viabilidade celular. 
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