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RESUMO
O processo de isquemia/reperfusdo (I/R) é comumente relacionado com a lesdo renal
aguda (LRA) no qual a hipoxia cria condicdes ideais para a producao de radicais livres
apos a reoxigenacdo. A familia Verbenaceae tem sido amplamente estudada pela presenca
de principios aromaticos encontrados em muitas espécies utilizadas na medicina popular.
Lippia sidoides pertence a familia Verbenaceae, conhecida popularmente como alecrim-
pimenta, e tem sido amplamente investigada, especialmente pela presenca de principios
volateis que podem apresentar atividades biologicas, dentre elas a atividade antioxidante.
O presente estudo pretende avaliar a atividade nefroprotetora da Lippia sidoides contra a
injuria causada pelo processo de I/R. Sera estudado o extrato alcodlico desta substancia.
Dessa forma, objetiva-se estudar os possiveis efeitos nefroprotetores da administracéo
oral de extrato alcodlico de Lippia sidoides na LRA em modelos de I/R in vivo e in vitro,
estudando biomarcadores inovadores como KIM-1, NGAL e Nefrina. Para tanto, ratos
Wistar machos foram submetidos ao procedimento cirdrgico de nefrectomia direita e
clampeamento da artéria renal esquerda por 60 min. Os animais foram divididos em 4
grupos (n = 6), tratados por gavagem com veiculo e extrato alcodlico de Lippia sidoides
(150mg/kg). Amostras de urina foram obtidas por meio de uma gaiola metabdlica para
avaliacéo bioquimica e analise de biomarcadores inovadores. Amostras de sangue foram
colhidas para realizacdo dos testes bioquimicos tradicionais (creatinina, ureia,
albumindria). O rim esquerdo foi recolhido para avaliacdo histologica e determinacao dos
niveis de Malondialdeido (MDA) e de Glutationa Reduzida (GSH) e para avaliacdo
histol6gica. Um modelo in vitro de I/R foi realizado em cultura de linhagens de células
tubulares renais humanas HK-2 para avaliar a viabilidade celular pelo ensaio de reducéo
do MTT. Além disso, foram realizados os ensaios de respiragdo celular por citometria de
fluxo para avaliagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio citoplasmaticas pelo
ensaio do DCFH-DA e a andlise do potencial transmembranico mitocondrial com o

corante Rodamina 123.

Palavras-chave: Lesdo Renal Aguda; Isquemia; Reperfusdo; Biomarcadores; Estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Nephroprotetic effect of alcoholic extract of Lippia sidoides on acute renal injury models

by Ischemia/Reperfusion

Ischemia/reperfusion (I/R) in kidney is commonly related to acute kidney injury (AKI),
essentially through oxidative stress. Lippia sinoides is an aromatic shrub that grows wild
in the northeastern region of Brazil that has anti-inflammatory and anti-oxidative
properties. Lippia sinoides (LS) protection in renal I/R injury was investigated. Male
Wistar rats underwent unilateral nephrectomy and contralateral renal I/R (60min). Rats
were divided into four groups: (1) Sham group, (2) LS group (sham-operated rats treated
with LS), (3) IR group (rats submitted to ischemia), (4) IR-LS (rats treated with Lippia
sinoides before ischemia). At 48h after reperfusion, renal function and oxidative stress
were assessed and kidneys were removed for analysis to evaluate the protective effect of
LS on renal damage induced by I/R. It was also evaluated the protective effect of LS on the renal
cell lineage against I/R damage. I/R caused alterations in plasmatic creatinine, urea, creatinine
clearance and microalbuminuria. Treatment with Lippia sinoides ameliorated all of these
parameters. In addition, KIM-1, N-GAL and Nephrin levels enhanced by I/R was also diminished
in groups treated with LS. The histological examination showed that LS attenuated the
morphological changes caused by I/R, markedly vascular congestion and intratubular deposits of
proteinaceous material. Additionally, LS was able to reduce the changes observed in TBARS and
GSH levels in kidney tissue. In in vitro assay, LS was capable to partially protect the cell lineage
against cell damage induced by I/R. Lippia sinoides has a nephroprotective effect in kidney
against AKI induced by I/R, with antioxidant effect. Moreover, this result seems to be associated

to a direct protective effect on tubular epithelia.

Keywords: Acute Kidney Injury; Ischemia; Reperfusion; Biomarkers; Oxidative stress.
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1.  INTRODUCAO

1.1. Lesdo Renal Aguda (LRA)

Os rins sdo oOrgdos complexos, com funcdo principalmente reguladora,
essenciais para a homeostase do organismo, ndo apenas porque eliminam produtos
indesejaveis do metabolismo, como também por manter constantes o volume extracelular,
a concentracdo extracelular de eletrolito, sobretudo de potéssio, a pressdao osmotica e o
equilibrio &cido-base do organismo, além de desempenhar um papel fundamental na
regulacdo da pressdo arterial e de desempenhar func¢@es enddcrinas, como a producao de
eritropoietina e da forma ativa da vitamina D (GUYTON & HALL, 1997; BAYNES,
2007; KIDGO, 2015). No entanto, certas complica¢des patoldgicas sao responsaveis por
danificarem a estrutura e diminuirem a atividade funcional dos rins, desencadeando uma
condicdo clinica denominada antes de insuficiéncia renal aguda, sendo modernamente
referida como Lesdo Renal Aguda (LRA).

A lesdo renal aguda (LRA) pode ser definida como uma perda ou reducdo da
funcdo renal subita e inesperada, caracterizada pela rapida deterioracdo das funcdes
tubular e glomerular, sendo relacionada com um rapido declinio na taxa de filtracdo
glomerular (TGF), resultando no acimulo de substancias nitrogenadas, por exemplo uréia
e creatinina, com ou sem diminuicdo da diurese (LI et al, 2013; PARIKH; MANSOUR,
2017), assim como o acimulo de liquidos sob forma de edema, a perda da capacidade de
diluir e concentrar a urina e a incapacidade de regular o equilibrio acido—base ou de
manter o balanco e 0s niveis plasmaticos de eletrdlitos tais como sodio, potassio,
magnésio, calcio e fésforo (MENKE et al, 2014; HARRIS et al, 2015).

Atualmente, as doencas renais representam um problema de saude publica
mundial, devido ao aumento nos nimeros de incidéncia de Lesdo Renal Aguda em
pacientes hospitalizados. A LRA esta associada com alta morbidade e mortalidade e como
parte da sindrome de disfuncdo de mdultiplos 6rgdos (HORKAN et al, 2015). Estudos
indicam que LRA afeta aproximadamente 20% dos pacientes hospitalizados e até 67%
das pessoas admitidas em unidade de terapia intensiva, estando entre as disfuncgdes
orgénicas mais comuns (HARRIS et al, 2015). Adicionalmente, condi¢Bes de hipoxia e
reoxigenacdo tecidual, caracteristicas do processo de isquemia/reperfusdo (I/R) séo

comumente relacionadas com a LRA, principalmente em procedimentos de captacédo e
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conservacao de orgdos para transplante renal, tratamento de escolha para insuficiéncia
renal crénica terminal (DITONNO et al, 2015; WENG et al, 2018).

As causas de LRA podem ser de origem pré-renal, renal (intrinseca) e pos-
renal (ABUELO, 2007). Falha pré-renal é causada por uma série de eventos que
culminam com a diminuicdo do volume circulante e, portanto, do fluxo sanguineo renal.
E uma resposta funcional de um rim estruturalmente intacto & hipoperfuséo, sendo esta a
principal causa pré-renal de LRA, contribuindo para a ocorréncia de aproximadamente
50% dos casos da doenga (DEVARAJAN et al, 2006). As causas mais frequentes séo
desidratacdo (vOmito, diarreia e febre), uso de diuréticos e insuficiéncia cardiaca,
vasoconstricdo intra-renal primaria e obstrucdo reno-vascular. O seu diagnéstico é
imprescindivel, jA que existe reversibilidade nesses casos, em um a dois dias e, se
persistir, pode desencadear Necrose Tubular Aaguda (BONVENTRE, 2011).

A lesdo isquémica no tecido renal é considerada como do tipo LRA pré-renal,
sendo a manutencdo prolongada dessa hipoperfusdo causadora de lesdo e necrose de
células tubulares, principalmente nos segmentos renais localizados na medula externa
(tibulo proximal e porcdo espessa da al¢a de Henle) (KELLUM, 2008; KELLUM et al,
2002). Adicionalmente, o processo isquémico no rim é associado a um decréscimo da
filtracdo glomerular e diminuigdo do coeficiente de ultrafiltracdo renal, além da disfungéo
tubular secundéria a obstrucéo e dano do epitélio tubular (DITONNO et al, 2015).

LRA pds-renal ocorre por obstrucdo do trato urinario, causando interrupcéo
do fluxo urinério, como ocorre em condi¢des de hipertrofia prostatica e calculo renal. A
importancia do diagndstico nesta patologia € a reversibilidade da insuficiéncia renal
quando se utiliza o tratamento apropriado mais precocemente possivel (HUMPHREYS
et al, 2005).

A LRA desencadeada por fatores intrinsecos (renal) ao rim é classificada de
acordo com o principal local afetado (tubulos, intersticio, vasos ou glomérulo) que, depois
da pré-renal, € a segunda modalidade mais comum de LRA. Em torno de 70% a 90% dos
casos deste tipo de LRA tem como causas comuns o dano tubular de origem isquémica
ou toxica desencadeando a Necrose Tubular Aguda (NTA). Além disso, caracteriza-se
por perda quase total, porém reversivel, da funcéo renal, que incluem todas as formas de
lesBes ao parénquima renal (COSTA et al, 2003; HUMPHREYS et al, 2005).

A causa mais frequente de LRA renal em pacientes hospitalizados é de origem
isquémica (Isquemia/Reperfusdo) (CHERTOW et al, 2005; LAMEIRE et al, 2005).
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1.2. Isquemia/Reperfusdo

A‘isquemia é definida como sendo o fluxo arterial restrito ou insuficiente para
manter as fungdes teciduais normais, por meio da diminuicdo da oferta de oxigénio e
nutrientes tais como glicose, proteinas, vitaminas, dentre outros, constituindo um dos
mais importantes problemas enfrentados pela medicina, como o infarto agudo do
miocardio, a oclusdo arterial aguda, a insuficiéncia vascular periférica e no transplante de
orgdos (MAXWELL, 1997). A Isquemia pode ser total, quando o fluxo arterial é
insuficiente para manter a vida celular, ou parcial, quando mantém a viabilidade, mas
com risco de evoluir para morte celular dependendo da nobreza do tecido, do tempo de
duracdo da isquemia, da demanda metabolica dos tecidos atingidos e da auséncia de
circulacdo colateral compensatéria (BLANTZ et al, 2007). Os rins, quando comparados
a outros Orgaos, sao particularmente mais sensiveis a isquemia. Dessa forma, a oferta
limitada de sangue e oxigénio por curtos periodos de tempo pode deflagrar a instalacéo
de lesdo renal aguda.

A lesdo renal aguda isquémica envolve mecanismos fisiopatoldgicos
complexos como alteragfes na hemodinamica renal, disfungdo tubular, lesdo de células
endoteliais, ativacdo da resposta inflamatdria e geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Acontece nas varias intervencdes cirdrgicas em que a irrigacao sanguinea renal
¢ interrompida. A lesdo ocorre durante transplantes renais, intervengdes cirargicas
vasculares na aorta e nas artérias renais e na nefrectomia parcial. Nos transplantes renais,
a incidéncia de disfuncdo do enxerto, rejeicdo aguda e nefropatias cronicas estdo
relacionadas com o grau de lesdo isquémica e aumenta proporcionalmente com o tempo
de isquemia. Nas nefrectomias parciais, embora o objetivo seja a preservacédo da fungédo
renal, a lesdo da isquemia frequentemente ocorre no parénquima renal remanescente,
devido ao clampeamento da artéria renal, realizado com o objetivo de diminuir
sangramento e permitir adequada visualizacdo do campo operatério (FOLEY & CHARI,
2007; DESAI et al, 2005). Na clinica, a isquemia renal esta frequentemente associada a
disfuncéo de multiplos 6rgéos e a sepse (BONVENTRE & WEINBERG, 2003). Segundo
a definicdo RIFLE, aproximadamente dois tercos dos pacientes evoluem com diagnostico
de LRA em unidades de terapia intensiva e de 4 a 5% desses pacientes recebem suporte
de terapias de substituicdo renal (TSR).

Estudos pre-clinicos em animais reproduzem o quadro de LRA isquémica por

meio de um modelo de isquemia/reperfusdo (I/R), onde o fluxo sanguineo renal é
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interrompido com o uso de clamps vasculares durante 20 a 60 minutos, seguindo um
periodo de reperfusdo (HOSTE et al, 2008; HEYMAN et al, 2010). Estudos
experimentais mostraram que tanto a isquemia como o re-estabelecimento do fluxo
sanguineo (reperfusdo) nos rins que sofreram esse processo apoOs preservacoes
hipotérmicas, ativam uma complexa sequéncia de eventos que sustenta a leséo renal e tém
um papel central no desenvolvimento da lesdo renal aguda (SECIN, 2008). Estudos
prévios em modelos animais demonstraram que as consequéncias da I/R dependem do
tempo de isquemia e da intensidade, resultando em diversas alteragdes bioguimicas e
necrose celular. A Necrose Tubular Aguda (NTA) representa a caracteristica mais
marcante do dano renal isquémico, embora seja passivel de recuperacdo completa gracas
a capacidade de regeneracdo das células tubulares (TORRAS et al, 1999). Na histologia
de tecidos renais, os achados mais evidentes da isquemia séo o edema, a vacuolizagéo
celular, as alteracdes na “borda em escova” das células do epitélio tubular renal e o
infiltrado de células inflamatorias (BONVENTRE, 2008).

A isquemia leva a hipdxia tecidual e ao metabolismo anaerdbico. A
diminuicdo da fosforilacdo oxidativa leva ao consumo das reservas de ATP e interrupgédo
de todas as func@es celulares dependentes de energia. Logo, o dano relacionado a privacao
de oxigénio resulta em lesGes com répida perda de polaridade celular e integridade do

citoesqueleto, alteracdes na borda em escova no tabulo proximal (Fig. 01).
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Fig. 1. Mecanismos envolvidos no dano por isquemia.
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Fonte: Adaptado de BONVENTRE (2008).

O bindmio isquemia e reperfusdo (I/R) sdo eventos que muitas vezes levam a
IRA por hipdxia tecidual causada pela diminuicdo do fluxo sanguineo, formacdo de
espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo e morte celular programada por apoptose
(LAMEIRE et al, 2013; ZHAO et al, 2018). O mecanismo de lesdo tecidual mediado por
radicais livres, iniciado pelo processo de isquemia, acontece principalmente apds a
readmissdo do oxigénio, ou seja, pela reperfuséo.

Em condic¢des ndo-isquémicas, a atividade da enzima xantina oxidase é muito
baixa. Entretanto, quando o tecido é submetido a isquemia, a atividade dessa enzima
aumenta rapidamente devido a formagdo da xantina desidrogenase e do aumento da
producéo de hipoxantina formada pela deplecdo de ATP no processo de isquemia. Logo,
a xantina oxidase catalisa a reagdo que forma xantina e superoxido a partir da hipoxantina
em combinagdo com o oxigénio proveniente da reperfusdo. O superoxido, pela agdo da
enzima SOD (Superoxido Dismutase), forma perdxido de hidrogénio. Quando o peroxido
de hidrogénio néo é transformado em &gua pela catalase, forma facilmente o radical livre
hidroxila, que é altamente toxico e reativo. O acumulo de hipoxantina, decorrente da
quebra do ATP, ndo se traduz na formacdo do superdxido sem a presenca do oxigénio

advindo da reperfusdo. Logo, a lesdo tecidual pelo estresse oxidativo so se estabelece com
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a reperfusdo (BULKLEY, 1987), causando danos mitocondriais, levando a disruptura da
cadeia transportadora de elétrons, impedindo a fosforilacdo oxidativa e causando a
diminuicdo na sintese de ATP (GRANATA et al, 2015; CHOI et al, 2016).

A conjuncdo desses fatores oferece as condi¢Oes necessarias para a instalacdo
da Sindrome de Isquemia-Reperfusdo (I/R), que é uma causa importante da disfuncéo
organica em transplante renal, além de quadros de choque e em revascularizacdes, bem
como em processos inflamatorios, como pancreatite, colecistite, septicemia, doenca de
Crohn e outros. (MENKE et al, 2014; HARRIS et al, 2015; KADKHODAEE et al, 2014;
DA COSTA et al, 2003).

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

A disfuncdo tubular ¢é a principal consequéncia relacionada a manutencdo dos
danos da LRA por I/R. Nesse contexto, a I/R leva a inducdo da morte celular no epitélio,
fibrose tubular e disfuncdo renal (JEONG et al, 2018; WENG et al, 2018). Logo, as
células tubulares, por serem células epiteliais amplamente especializadas e funcionais
responsaveis pela reabsorcdo, secrecdo ativa e regulacdo osmética no néfron sdo mais
propensas a disfuncBes acarretadas pelos diversos tipos de injuria (DUTTA et al, 2017;
JEONG et al, 2018).

Ainda, a série de eventos inflamatdrios e vasoconstrictores que acontecem no
tecido em hipoxia e ap6s a formacdo de ERO concomitante a reperfusdo ativam
mecanismos hemodinadmicos, sobretudo aqueles ativados pelo aparato justaglomerular na
méacula densa, ativando as vias de agdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona,
causando um dano glomerular associado a danos na capsula de Bowmann, injaria em
poddcito, respostas inflamatorias, pro-oxidantes, isquémicas e fibréticas, levando a
acumulacdo de matriz mesangial, espessamento da membrana basal glomerular e
disfuncéo endotelial (KWON; HONG; RAMESH, 2009).

Dessa forma, a lesdo por isquemia/reperfusdo (I/R) pode ser definida como
todas as alteragdes resultantes da interrupgéo e do re-estabelecimento do fornecimento de
oxigénio para tecidos e 6rgdos, uma vez que a isquemia inicia a lesdo por meio da

privacdo da energia necessaria para a manutencao do gradiente i6nico e da homeostase
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celular, enquanto a reperfusdo agrava essa lesdo exacerbando reacdes inflamatorias e
envolvendo radicais livre de oxigénio.

A toleréncia dos tecidos a isquemia é variavel e multifatorial dependendo do
tempo de hipdxia, das necessidades metabdlicas do tecido, do aporte da circulacdo
colateral e de fatores humorais (YOSHIDA et al, 1996). Sendo assim, consequéncias
bioquimicas, hemodindmicas, anatbmicas e patologicas em extensao variavel repercutem,
principalmente ap6s o inicio da reperfusdo. Logo, o desenvolvimento de técnicas
diagnosticas relacionadas as intercorréncias da I/R, sobretudo da injuria renal, tem
tomado destaque especial, principalmente relacionado ao diagnostico precoce.

Lesdo induzida por I/R é o principal fator etiolégico de LRA e responsavel
por 72% dos casos, afetando significativamente a morbidade e mortalidade dos pacientes
em diversas situagdes clinicas, incluindo transplante renal, medicina intensiva, cirurgias
renais, vasculares e sepse (CONG et al, 2012). Além disso, a isquemia esté associada com
a diminuicdo da sobrevida do enxerto em pacientes com rins transplantados e com a alta
morbidade e mortalidade em pacientes com rins nativos (WEVER et al, 2011).

Existem varias estratégias utilizadas na pratica clinica que tem o intuito de
prevenir ou, ainda, minimizar o dano renal por I/R e, dentre elas, destaca-se o uso de
substancias antioxidantes (ZHU et al, 2017). Estudos prévios sugerem que substancias
com propriedades antioxidantes que atuam como sequestrantes de radicais livres sdo
eficazes na nefroprotecdo, pois impedem a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) que causam o estresse oxidativo (YOUSEF et al., 2012; ALTENHO et al., 2015).

1.3 Estresse Oxidativo

Organismos pluricelulares, como os mamiferos, desenvolveram, ao longo da
evolugdo, mecanismos de transporte de oxigénio para os tecidos. No meio celular, o
oxigénio molecular é difundido até as mitocdndrias, onde tem o papel fundamental de
receber os elétrons extraidos dos substratos, por meio de diferentes reagGes enzimaticas.
Estas reacOes, de oxidacdo e redugdo, ocorrem simultaneamente na célula e estdo
acopladas de tal maneira que possibilitam uma transferéncia eficiente e controlada de
parte da energia armazenada nas ligaces quimicas dos substratos para o0 ATP (Adenosina
Trifosfato), que quando hidrolisado fornece energia para que ocorram as diversas func¢oes
celulares (OLIVEIRA et al, 2004).
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Nesse processo, tem-se sempre a formacdo de espécies intermediérias de
oxigénio, com potencial citotoxico, chamadas de espécies reativas de oxigénio (EROSs).
Na cadeia de transporte de elétrons do processo respiratério, grande parte do oxigénio é
reduzido & &gua, em uma reacao catalisada pela enzima citocromo-oxidase, com produgéo
de energia. Entretanto, uma pequena parte (2-5%) deste oxigénio pode sofrer reducgéo
univalente sequencial, formando EROs e radicais livres (ALESSIO, 1999).

O estresse oxidativo é o desequilibrio entre a producdo de compostos
oxidantes e os sistemas de defesas antioxidantes (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004),
e pode resultar da diminuicdo dos niveis de antioxidantes, de mutagdes, afetando a
atividade de defesa de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD) ou
glutationaperoxidade (GPx), ou ainda de toxinas que destroem as defesas antioxidantes.
Por exemplo, muitos xenobioticos sdo metabolizados por conjugacdo com a glutationa
reduzida (GSH). Altas doses podem esgotar 0 GSH e causar estresse oxidativo mesmo se
0 proprio xenobidtico ndo for capaz de gerar espécies reativas. Deficiéncias na dieta de
minerais (Ferro, Zinco, Magnésio, Cobre) e/ou antioxidantes podem causar estresse
oxidativo.

O papel dos radicais livres no processo de isquemia e reperfusdo, causando
lesdo tecidual, tem sido extensamente estudado nos rins (SOUTHARD et al, 1991) e,
recentemente, o interesse cientifico voltou-se para uma possivel prevencao dessa lesao
por agentes farmacoldgicos, inclusive em pacientes transplantados (FERREIRA et al,
1994).

Radicais livres sdo estruturas quimicas com elétrons desemparelhados,
tornando-o0s muito instaveis, extremamente reativos e com uma enorme capacidade para
combinar-se inespecificamente com diversas moléculas integrantes da estrutura celular
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Radicais livres de oxigénio, assim como os de
bromo e de nitrogénio, sdo exemplos de radicais livres. Espécies reativas incluem néo sé
radicais livres, mas também ndo radicais que sdo agentes oxidantes, ou ainda que sejam
facilmente convertidos a radicais. Alguns exemplos séo:

- Espécie reativa de oxigénio do tipo radical livre: superoxido (O27) e
hidroxila (OH").

- Espécie reativa de nitrogénio do tipo radical livre: éxido nitrico (NO") e
nitrato (NO3™).

- Espécie reativa de oxigénio ndo radical livre: peroxido de hidrogénio
(H202).
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- Espécie reativa de nitrogénio ndo radical livre: peroxinitrato (O2NOO").

1.5 Defesas Antioxidantes

O oxigénio pode causar danos ao organismo, logo, 0s organismos aerébios so
conseguem sobreviver na sua presenca por terem desenvolvido defesas antioxidantes.
Normalmente, em individuos saudaveis, existe um equilibrio entre a producéao de espécies
reativas e as defesas antioxidantes. As defesas antioxidantes controlam os niveis de
espécies reativas, permitindo que estas desempenhem seu papel dentro do metabolismo
normal. Entretanto, ha situac6es que perturbam esse equilibrio, seja através da diminuicao
das defesas antioxidantes, seja pelo aumento das espécies reativas ou mesmo da
combinagdo de ambos, resultando no estresse oxidativo (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007). As consequéncias do estresse oxidativo incluem:

- Lipoperoxidacdo na membrana celular,

- Oxidacdo de proteinas;

- Dano celular (este envolve dano em diferentes alvos moleculares: lipidio,
DNA, proteina, carboidrato, etc);

- Morte celular. O dano oxidativo, principalmente no DNA, pode desencadear
a morte celular, por necrose ou apoptose. Porém, a célula pode se recuperar do dano
oxidativo por reparacdo ou pela substituicdo das moléculas danificadas, ou pode
sobreviver mesmo com o dano oxidativo persistente.

Os antioxidantes podem ser produzidos internamente (endégenos) ou
adquiridos na dieta (exdgenos), onde destacam-se o [-caroteno (vitamina A), o acido
ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), alguns metais como cobre (Cu), zinco
(Zn) e manganés (Mn) (BELZER & SOUTHARD, 1988). HALLIWELL e
GUTTERIDGE (1999) definiram um antioxidante como qualquer substancia que, quando
presente em baixas concentracfes em comparagdo com as de um substrato oxidavel,
retarda significativamente ou impede a oxidagdo do referido substrato. As principais
enzimas antioxidantes sdo:

- Superdxido Dismutase (SOD): os eritrocitos sdo capazes de remover o
radical superoxido cataliticamente através da enzima SOD contendo cobre e zinco
(CuznSQOD).

- Catalases (CAT): catalisam diretamente a reagdo que transforma o peroxido

de hidrogénio em oxigénio e agua.
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- Outras peroxidases: contribuem com o sistema antioxidante por prevenirem
0 acumulo de perdxido de hidrogénio. Incluem o citocromo C peroxidase, 0 NADH
oxidase, e outras inespecificas como as mieloperoxidases (MPO).

Para protecdo celular, o organismo disp6e de um sistema de defesa composto
por enzimas que atuam desintoxicando 0s agentes agressores. Dentre 0s responsaveis por
exercer essa protecdo, através de uma acgdo antioxidante, temos a enzima GSH
(PAGLIUSO et al, 2006; KOVACIC et al, 2008).

A GSH é um tripéptideo (L-y-glutamil- L-cysteinyl - glicina) que esta
presente na maioria das células. Representa o tiol ndo proteico mais abundante nas células
de mamiferos, considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula e tem como acgdo participar das reacdes redox celulares (LEITE et
al, 2003; SANTANGELO et al, 2004).

Este peptideo antioxidante é sintetizado no citoplasma e esta presente em
concentracdes mais elevadas na matriz mitocondrial. Os baixos niveis de GSH podem
estar diretamente relacionados com o aumento de EROS, peroxidacdo lipidica e presenca
de radicais hidroxilas (SAID, 2011).

Dessa forma, os estdgios iniciais da doenca renal sdo geralmente
assintomaticos e exigem testes laboratoriais para deteccdo. Um biomarcador ideal para o
diagnostico precoce de LRA deve ser enddgeno, hidrossollvel, ndo-toxico, ndo-invasivo,
produzido a um ritmo constante, livremente filtrado nos glomérulos, possuir minima
ligacdo as proteinas, ndo tendo secrecdo ou reabsorcdo tubular e sem o metabolismo e
excrecdo extrarenal (MASSEY, 2004; HOFFMAN et al, 2013). A avaliagdo deste analito
deve ser facil e disponivel em amostras acessiveis e com o minimo de interferéncia
analitica (NGUYEN et al, 2008; SABBISETTI et al, 2014; PICKERING et al, 2014).

1.6 Novos Biomarcadores da Funcéo Renal

Lesdo induzida por I/R é o principal fator etiolégico de LRA e responsavel
por 72% dos casos, afetando significativamente a morbidade e mortalidade dos pacientes
em diversas situacdes clinicas, incluindo transplante renal, medicina intensiva, cirurgias
renais, vasculares e sepse (CONG et al, 2012). Além disso, a isquemia esta associada com
a diminuicdo da sobrevida do enxerto em pacientes com rins transplantados e com a alta

morbidade e mortalidade em pacientes com rins nativos (WEVER et al., 2011).
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A toleréncia dos tecidos a isquemia € variavel e multifatorial dependendo do
tempo de hipoxia, das necessidades metabdlicas do tecido, do aporte da circulacéo
colateral e de fatores humorais (YOSHIDA et al., 1996). Sendo assim, consequéncias
bioguimicas, hemodindmicas, anatbmicas e patoldgicas em extensdo variavel repercutem,
principalmente ap6s o inicio da reperfusdo. Logo, o desenvolvimento de técnicas
diagnosticas relacionadas as intercorréncias da I/R, sobretudo da injuria renal, tem
tomado destaque especial, principalmente relacionado ao diagnostico precoce.

Os estagios iniciais da doenca renal sdo geralmente assintomaticos e exigem
testes laboratoriais para detecgdo. Um biomarcador ideal para o diagnéstico precoce de
LRA deve ser enddgeno, hidrossoltvel, ndo-tdxico, ndo-invasivo, produzido a um ritmo
constante, livremente filtrado nos glomérulos, possuir minima ligacdo as proteinas, ndo
tendo secrecdo ou reabsorcdo tubular e sem o metabolismo e excrecdo extrarenal
(MASSEY, 2004; HOFFMAN et al, 2013). A avaliacdo deste analito deve ser facil e
disponivel em amostras acessiveis e com o minimo de interferéncia analitica (NGUYEN
etal., 2008; SABBISETTI et al., 2014; PICKERING et al., 2014).

1.6.1 A Molécula de Injuria Renal (KIM-1)

A Molécula de Injaria Renal (KIM-1) (Fig. 02) é descrita como um novo
biomarcador de lesdo renal, principalmente expressa no tabulo proximal. KIM-1 é uma
proteina transmembranar tubular, de 104 KDa na sua forma completa, com uma
imunoglobulina e dominio de mucina like, mais especificamente um receptor de
fosfatidilserina, indicando que o KIM-1 pode ter a funcdo de uma molécula de
sinalizacdo. O ectodominio do KIM-1 tem aproximadamente 90 kDa e é clivado por
metaloproteinases (clivam proteoglicanos extracelulares), sendo essa a por¢do do KIM-1
que € liberada no Idmen tubular e depois excretada na urina (SABBISETTI;
BONVENTRE, 2012).

Esta molécula ndo é detectavel em rins normais, mas sua presenca €
acentuadamente induzida em lesdo renal aguda, principalmente como marcador de leséo
de tabulo contorcido proximal, no qual as células epiteliais indiferenciadas expressam
facilmente essa molécula, sobretudo em eventos de lesdo por isquemia (CHARLTON et
al, 2014; ICHIMURA et al, 2008).

Fig. 2. Molécula de injaria renal (KIM-1)
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Fonte: Adaptado de ICHIMURA et al (2008).

KIM-1 esta associada com a ativacdo de células T e a resposta imune (HAN
et al, 2002). Quando cronicamente expressa, resulta na fibrose renal progressiva e
insuficiéncia renal cronica. As principais caracteristicas favoraveis do KIM-1 urinario
como biomarcador renal sdo: sua expressdo em células do tubulo proximal ser maior que
em outras células renais e que outros 6rgdos; o KIM-1 ser indetectavel no rim sadio, mas
altamente expresso na membrana apical de células tubulares proximais durante a injaria,
tornando o KIM-1 um biomarcador especifico e 33 confiavel para injdrias no tabulo
proximal (WASUNG et al., 2015; BONVENTRE, 2014). Portanto, é considerada como
um marcador unico, com elevada sensibilidade e especificidade, acima de tudo, para
diagndstico de lesdo renal precoce (TAN et al., 2015; MOLEDINA & PARIKH, 2018).

Sabe-se que a KIM-1 é um receptor de fosfatidilserina, e como tal é
responsavel por mediar a fagocitose de corpos apoptéticos e lipidios oxidados, etapa
fundamental da morte celular programada. Logo, se for possivel detectar a expressdo
desses receptores em estagios precoces da injuria isquémica, seria possivel estabelecer
um progndstico e tratar a doenca, evitando assim complicacdes resultantes da LRA,
inclusive no transplante renal (DE BORST et al., 2007; LAHOUD et al., 2015; HAN et
al., 2002).

Han et al (2002) foram os primeiros a mostrar a associa¢do do KIM-1 urinério
com a LRA em humanos. Diversos outros estudos em diferentes contextos clinicos de
LRA, também evidenciaram associa¢do de KIM-1 urinario com variaveis clinicas de

disfuncéo renal, tempo de hospitalizacdo, necessidade de diélise e morte, além de 6tima
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especificidade e sensibilidade diagnostica de KIM-1 em predizer o desenvolvimento de
LRA (CARVALHO PEDROSA et al., 2015; KASHANI et al., 2017).

A deteccdo laboratorial da presenca de KIM-1 urinéria tem se mostrado
fidedigna quando em relagédo com as concentracgdes teciduais (LAHOUD et al., 2015).
Uma vez que a KIM-1 apresenta-se nas células tubulares como uma proteina
transmembrana, o que foi observado, principalmente em ensaios de cultivo celular, é que
o dominio extracelular (ectodominio) é clivado por metaloproteinases, possivelmente
como forma de gerar um sinal de regeneracao celular. Logo, a clivagem do ectominio
resulta na sua deteccdo na urina (CHARLTON et al., 2014; ICHIMURA et al., 2008;
DEVERAJAN, 2011).

1.6.2 Gelatinase Neutrofilica Associada a Lipocalina (NGAL)

A Gelatinase Neutrofilica Associada a Lipocalina (NGAL) é um dos
principais novos biomarcadores renais estudados na literatura. E uma glicoproteina ligada
a gelatinase (25 kDa), apresentada como uma cadeia polipeptidica de 178 aminoacidos
expressa tanto nos granulos especificos dos neutréfilos como células epiteliais, incluindo
tibulo coletor proximal (PADHY et al, 2014). E membro da familia das lipocalinas,
caracterizadas pela ligacdo a pequenas moléculas lipofilicas. O papel endégeno do NGAL
ainda nao é bem entendido, contudo parece estar envolvido com o transporte de ferro nas
células epiteliais tubulares proximais (ARTUNC-ULKUMEN et al, 2015; STEINBACH
et al, 2014).

No rim, NGAL apresenta expressdo aumentada em células epiteliais tubulares
em estagios iniciais da lesdo (YUEN et al, 2006). NGAL, por ser uma molécula
relativamente pequena, é livremente filtrada pelos glomérulos e entdo absorvida pelo
tibulo proximal. Devido seu baixo peso molecular e sua resisténcia a degradacdo, NGAL
é prontamente excretada e detectada na urina e é sistematicamente sintetizada em resposta
ao dano renal (PADHY et al, 2014; STEINBACH et al, 2014).

Evidéncias sugerem que o aumento na deteccdo da NGAL urinaria em LRA
se d& de maneira precoce, poucas horas apés o inicio da lesdo (STEINBACH et al, 2014).
Além disso, afirma-se que seus niveis correlacionam-se com a duracdo da isquemia, uma
vez que a dificuldade de identificar a LRA néo se restringe apenas a sua abordagem na
fase aguda, mas se caracteriza também pela dificuldade em predizer a evolugdo dos
pacientes (SUCHOJAD et al, 2015; PADHY et al, 2014).
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Durante a LRA, a expressao da NGAL ¢ induzida no epitélio do néfron distal,
resultando em niveis urinarios e plasmaticos elevados. Como a reabsor¢édo tubular fica
comprometida, isso potencializa a excrecéo urinaria da NGAL (SUCHOJAD et al, 2015;
STEINBACH et al, 2014). Tendo em vista a elevada sensibilidade e especificidade do
NGAL para injuria renal quando comparada com a creatinina, cada vez mais esse novo
biomarcador tem sido estudado como uma ferramenta ideal na estimativa da Taxa de
Filtracdo Glomerular (TFG) (ARTUNC-ULKUMEN et al, 2015; PADHY et al, 2014).

1.6.3 Nefrina

A lesdo precoce de poddcito desempenha um papel crucial na patogénese e
progressdo da nefropatia diabética uma vez que os podocitos sdo células especializadas
no auxilio de formacgdo da barreira endotelial no glomérulo, prevenindo a perda de
proteinas. E descrita na literatura o aumento urinario da presenca de marcadores derivados
de poddcitos em pacientes que ndo apresentam uma albuminuria detectavel (LIOUDAKI
et al, 2015).

A nefrina € uma proteina transmembranica pertencente a superfamilia das
imunoglobulinas. Exerce um papel importante na fenda de filtragdo glomerular entre
poddcitos adjacentes. Sabe-se sua expressao esta alterada em modelos experimentais de
diabetes, além de estar associada com proteiniria em varias doencas renais humanas
(CHOI, 2016; MCCARTHY, 2018).

A inativacdo do gene de nefrina em camundongos resulta em proteindria
severa e perda de poddcitos. Os dominios extracelulares dessa proteina interagem de
forma antiparalela entre si em poddcitos adjacentes, garantindo a manutencdo da
permeabilidade glomerular (XUEZHU; CIJIANG, 2015; GERALDES, 2018). Além
disso, acredita-se que seja responsavel pela regulacao do citoesqueleto celular, facilitando
a polimerizacgéo da actina (WELSH; SALEEM, 2010).

1.7 Familia Verbenaceae e 0 Género Lippia

A familia Verbenaceae compreende cerca de 36 géneros e aproximadamente
1.000 especies catalogados, possuindo distribuicdo mundial (ATKINS, 2004). O habitat
preferencial desta familia é o tropical, mas sua distribuicdo geogréfica pode se estender

por areas subtemperadas.
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O Brasil destaca-se como o centro de diversidade do género, ocorrendo 17
géneros e 250 espécies com potencial econdmico amplamente explorado (LORENZI;
MATQOS, 2002; SOUZA; LORENZI, 2005).

Segundo Gonzales (2006), a familia Verbenaceae é caracterizada por ervas,
arbustos, arvores ou trepadeiras lenhosas, com ramos regulares ou serreados.

Ha cerca de 200 espécies de Lippia, que podem ser arbustivas, herbaceas ou
ainda pequenas arvores, distribuidas amplamente na América do Sul e Central
(TERBLANCHE & KORNELIUS, 1996; JUDD et al, 2009). O Brasil permanece como
um dos principais centros de diversidade das espécies de Lippia, com aproximadamente
120 espécies distribuidas no Cerrado e Caatinga, dois importantes biomas brasileiros
(GOMES et al, 2011).

Pascual et al. (2001), em uma revisdo sobre uso tradicional, quimica e
farmacologia de 52 espécies de Lippia, constatou que muitas dessas espécies sdo
economicamente importantes e algumas tém sido bastante utilizadas na medicina tradicional,
principalmente em desordens respiratorias e gastrointestinais. Dessa forma, espécies
pertencentes ao género Lippia tém sido amplamente investigadas, especialmente pela
presenca de principios volateis que podem apresentar atividade biolégica (COMPADRE;
ROBBINS; KINGHORN, 1986; VALENTIN et al, 1995; PASCUAL et al, 2001;
FONTENELLE et al, 2007; FUNARI et al, 2012).

1.8 Lippia sidoides

Lippia sidoides pertence a familia Verbenaceae, sendo conhecida popularmente
como alecrim-pimenta. E uma planta arbustiva, com até 2 m de altura, caducifélia, ereta, com
caule quebradico muito ramificado, encontrada no norte de Minas Gerais e na vegetacéo do
semi-arido nordestino, presente na Caatinga entre Mossor6/RN e Tabuleiro do Norte/CE.
Possui folhas aromaticas e picantes, opostas, pecioladas e simples, flores pequenas com
pedunculo longo, branco amareladas, axilares, e dispostas em inflorescéncias subglobosas a
subpiramidais (MATOS & OLIVEIRA, 1998; LORENZI & MATQS, 2007).

O Ministério da Saude do Brasil desenvolveu um extenso programa de
fitoterapia na dltima década com o objetivo de fornecer acesso a medicamentos
fitoterapicos para toda a populacdo. Uma das espécies alvo deste programa € Lippia
sidoides, uma planta que foi incluida no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopéia
Brasileira, com base em sua forte atividade antimicrobiana contra Candida albicans
(BOTELHO et al, 2007; FONTENELLE et al, 2007), Staphylococcus aureus e

Escherichia coli (BERTINI et al, 2005), devido & presenca de terpendides em sua
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composicdo. E conhecido que os terpendides sdo produzidos como parte do sistema de
defesa das plantas e tem sido considerada uma fonte promissora de compostos bioldgicos
(ALMEIDA et al, 2006; ARRUDA et al, 2006).

A Lippia sidoides tem sido utilizada na medicina tradicional como infuséo
alcodlica preparada a partir de maceracdo das folhas em solugéo alcodlica. A tintura pode
ser utilizada em gargarejos, limpeza de ferimentos, lavagens da pele, couro cabeludo,
mucosas e também como desodorante dos pés e axilas. As folhas também podem ser
utilizadas diretamente para tratamento de dores de garganta e inflamagéo das gengivas e
ainda para a preparacdo de sabonete liquido (LORENZI & MATOS, 2002; MATOS,
2007).

Estudos ja demonstraram atividade bioldgica da L. sidoides, a qual apresentou
atividade larvicida contra Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus (COSTA et al, 2005); anti-
helmintica em ovinos e caprinos (CAMURCA-VASCONCELOS et al, 2008; SOUZA et al,
2011); inseticida contra Lutzomyia longipalpis, vetor da leishimaniose visceral (MACIEL et
al, 2009); tripanocida contra Tripanossoma cruzi (BORGES et al, 2012), acaricida contra
Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens (GOMES et al, 2012) e antinflamatdria em
camundongos (VERAS et al, 2013).

Dentre os constituintes ndo volateis presentes em L. sidoides, foram identificados
flavonodides como taxifolina, quercetina, luteolina; naftoquinonas como isocatalponol,
lapachenol e tectol (MACAMBIRA et al, 1986; MATOS, 1998; COSTA et al, 2001; COSTA
et al, 2002).
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A OH B OMe

C-R=H, R;=OH
D-R=R,=H

Fig. 3. Constituintes presentes na Lippia sidoides. A: Taxifolina; B: Quercetina; C: Luteolina;
D: Lapachenol; E: Tectol.

Portanto, a Lippia sidoides torna-se importante no estudo da LRA, pois,
embora muitas pesquisas busquem isolar os componentes ativos dessas plantas, o efeito
de um fitoterapico normalmente se da pela acdo sinérgica entre os compostos (MACIEL
et al, 2002). Por isso, diferente de drogas convencionais, a medicina natural consiste em
uma complexa preparacdo farmacéutica que pode ser administrada na forma de extrato
(CAPASSO et al, 2003).

Nesse contexto, produtos naturais antioxidantes e antiinflamatorios tém sido
investigados para tratar e retardar a doenca renal (DA COSTA et al, 2015; SAMPAIO, et
al, 2016; LU et al, 2015; SARSHAR et al, 2017; TAO et al, 2018).

1.9 Justificativa
A 1/R é um fendmeno complexo, que contribui para a mortalidade e
morbidade, assim como é um fator predisponente para o estabelecimento da LRA, sendo

uma das disfungdes organicas mais comuns (HARRIS et al., 2015).
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Vérias estratégias e recursos sdo utilizados pelas células para prevenir ou
diminuir a injaria celular causada pela I/R atraves de estresse oxidativo (DITONNO et al,
2014). Esses mecanismos de defesa antioxidantes celulares tém por finalidade prevenir a
formagdo de radicais livres, converter espécies oxidantes toxicas em menos toxicas,
preservar a compartimentalizagdo celular, que é vital para as estruturas celulares, ou
promover o reparo do dano causado pelos radicais livres (KADKHODAEE et al., 2014).
Estudos recentes tém identificado uma variedade de substancias incluindo a eritropoietina
(HU et al, 2012) e a glutamina (ESPOSITO et al, 2011) para o tratamento do dano renal
causado por I/R. Entretanto, a eficacia desses tratamentos existentes para esse tipo de
lesdo ainda é limitada e poucos protetores renais tem tido sucesso na aplicacdo clinica.

O estudo de estratégias para diagndstico precoce e acompanhamento da
progressdo da leséo renal, utilizando biomarcadores cada vez mais sensiveis e especificos,
como ressaltado neste trabalho (KIM-1, NGAL e Nefrina), favorece o entendimento da
patologia em si, além de auxiliar no acompanhamento do processo de melhora e cura,
contribuindo, logo, para o entendimento do mecanismo de acéo e da poténcia no estudo
de novas moléculas com potencial terapéutico.

Substancias quimicas de origem natural tém sido uma das principais fontes
da diversidade quimica na descoberta de novos farmacos. Estes e seus derivados sintéticos
se mostram benéficos no tratamento de diversas doencas na maioria das areas da
medicina. Estudar atividades medicinais de plantas até entdo desconhecidas e explorar as
classes de substancias naturais tem sido um grande desafio no estudo farmacoboténico.

Adicionalmente, nosso grupo ja demonstrou anteriormente que substancias
antioxidantes, como o Bisabolol e a propolis vermelha possuem um potencial
nefroprotetor, agindo sobre a LRA e alterando biomarcadores bioquimicos, moleculares
e histopatoldgicos (DA COSTA et al, 2015; SAMPAIO et al, 2016)

Dessa forma, ratifica-se a importancia do estudo utilizando substancias como
a Lippia sidoides, a qual possui diversificadas atividades biologicas, sobretudo um
potencial antioxidante (FABRI et al, 2011), o qual se apresenta como estratégia de defesa
ao modelo de LRA por I/R. Adicionalmente, a bioprospecc¢éo de substancias isoladas de
plantas brasileiras ratifica a importancia deste trabalho, tendo em vista que cada vez mais
a comunidade cientifica tem buscado alternativas terapéuticas e farmacoldgicas

provenientes da biodiversidade local.
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O modelo de LRA por Isquemia/Reperfusdo como objeto de estudo é
extremamente valioso, pois proporciona um processo de inducdo de dano tubular, além
de desencadear efeitos agudos sobre a funcao renal em investigacao.

Além disso, considerando que a maior parte dos trabalhos cientificos sobre
esta espécie evidencia as atividades bioldgicas de seu Gleo essencial, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar os efeitos farmacoldgicos do extrato etandlico de L. sidoides,
pois esses extratos sdo de facil preparacdo, baixos custos e ndo necessitam de
equipamentos especificos, a fim de obter novas informagdes que permitam diferentes
aplicacdes para essa espécie.

Portanto, o presente trabalho estuda o0 mecanismo de nefroprotecdo mediada
pelo extrato alcodlico de Lippia sidoides em modelo animal de indu¢do de LRA por I/R
e em células renais tubulares ap6s inducdo de lesdo por I/R in vitro, analisando a
participacdo de EROs na lesdo e recuperacao celular.

Nesse contexto, o presente estudo vem na tentativa de demonstrar que
algumas estratégias farmacoldgicas, quando adotadas, poderiam proporcionar beneficio
para a problematica em questdo, tendo como énfase o0s agentes fitoterapicos

antioxidantes, que tém se consolidado nessa procura.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Estudar os efeitos nefroprotetores do extrato alcodlico da Lippia sidoides na

Lesdo Renal Aguda (LRA) em modelos de Isquemia/Reperfuséo (I/R) in vivo e in vitro.

2.2. Objetivos Especificos

o Avaliar os efeitos nefroprotetores do extrato alcodlico da Lippia sidoides
na LRA por I/R in vivo através da aferi¢cdo dos parametros bioquimicos tradicionais e dos

novos biomarcadores.

. Avaliar o efeito do extrato alcodlico da Lippia sidoides em células

tubulares submetidas a Isquemia/Reperfusao.

o Estudar os efeitos do extrato alcodlico da Lippia sidoides no contexto do
equilibrio redox através de ensaios de avaliagcdo do estresse oxidativo no tecido renal e da

avaliacdo da respiracéo celular por ensaios de citometria de fluxo.

o Verificar as possiveis alteracbes histoldgicas na presenca do extrato
alcodlico de Lippia sidoides em ratos submetidos ou ndo a LRA por

Isquemia/Reperfusao.

. Verificar o efeito do extrato alcodlico de Lippia sidoides na expressdo da

Nefrina apds a LRA induzida por Isquemia/Reperfuséo.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais Experimentais e Substancia em Estudo

Os protocolos experimentais foram realizados em conformidade com as
diretrizes éticas. Ratos Wistar machos com aproximadamente 200g foram mantidos sob
condicdes controladas (25 + 2 °C, ciclo claro-escuro de 12 horas). Comida e dgua foram

fornecidas ad libitum.

O extrato alcoolico da Lippia sidoides foi obtido no Horto de Plantas Medicinais
Francisco José de Abreu Matos, através do programa Farmécias Vivas da Universidade
Federal do Ceara, coordenado pela Professora Dra. Mary Anne Medeiros Bandeira.

Para os experimentos in vivo e in vitro, o extrato alcodlico foi filtrado e entéo
evaporado utilizando um evaporador a vacuo. As amostras de extrato em pd de Lippia
sidoides foram entdo mantidas em geladeira (20°C). A forma seca foi ressuspendida em
agua contendo Tween na concentracdo de 2% antes da administracdo oral de acordo com
a dosagem definida (150 mg/kg) (DA COSTA et al, 2015, SAMPAIO et al, 2016).

Esse projeto foi aprovado pelo comité de ética do Departamento de Fisiologia e

Farmacologia da Universidade Federal do Ceara sob protocolo n° 106/2017.

3.2. Procedimento cirudrgico

Para inducdo da I/R renal in vivo, foi realizado um protocolo de acordo como
descrito na literatura (DA COSTA et al, 2015; NAJAFI et al, 2014). Resumidamente,
durante a cirurgia, os animais foram colocados em uma manta térmica aquecida, para
manter a temperatura controlada de aproximadamente 36°C. Uma laparotomia abdominal
pela linha meédia foi realizada, e ambos os rins foram localizados visualmente. Para
induzir a isquemia, foi feita uma ocluséo renal unilateral no rim esquerdo por 60min, por
clampeamento da artéria renal, onde foi confirmada a isquemia pela mudanca de cor no
rim. No rim direito foi realizada uma nefrectomia, logo apés o inicio da isquemia. Ap6s
0 término da isquemia, os animais foram imediatamente submetidos a sutura da incisdo
abdominal feito em duas camadas, musculo e pele, com fio de polipropileno 4.0
(PolipropyPoint®). O periodo de reperfusdo foi iniciado apds o tempo de isquemia por
liberacdo da circulagdo pela artéria renal, e durou por 48h. O tempo escolhido para I/R

foi o capaz de causar disfuncdo renal significativa e lesdo do rim do animal, além de
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produzir uma caracteristica patofisiolégica reconhecida de lesdo renal aguda
(CHATTERJEE et al, 2000).

Durante as ultimas 24 horas da reperfusdo, as amostras de urina foram
obtidas. No final deste periodo, os animais foram novamente anestesiados para o
recolhimento do rim esquerdo como subsidio para analise histologica e avaliacdes
adicionais. Amostras de sangue (2mL) foram colhidas apds o recolhimento do tecido
renal, e foram centrifugadas (3500 rpm por 10 minutos) para obtencdo do plasma,

conforme descricéo a seguir.
3.3. Os grupos experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais (n=6), onde todos
foram tratados por gavagem oral, uma vez ao dia, por 3 dias antes da realizacdo do
processo cirdrgico (I/R) com o extrato alcodlico de Lippia sidoides, o qual foi
ressuspendida em agua contendo Tween na concentracdo de 2% antes da administracéo
oral de acordo com a dosagem definida (150 mg/kg) (DA COSTA et al, 2015, SAMPAIO
et al, 2016).

- SHAM + veiculo (SHAM): animais foram submetidos a administracéo oral de veiculo
(dgua + Tween 2%) por trés dias. No quarto dia, foi administrada a ultima dose, e entéo,

1h depois, os animais foram sujeitos a laparotomia sem isquemia e sem nefrectomia.

- SHAM + Lippia sidoides (GLS): animais foram submetidos a administracdo oral
(150mg/Kg) de Extrato Alcodlico de Lippia sidoides por trés dias. No quarto dia, foi
administrada a ultima dose, e entdo, os animais foram sujeitos a laparotomia sem isquemia

e sem nefrectomia.

- I/R + veiculo (GIR): animais foram submetidos & administrag&o oral de veiculo por trés
dias. No quarto dia, foi administrada a ultima dose, e entdo, 1h depois, os animais foram

sujeitos a laparotomia com isquemia e nefrectomia.

- I/R + Lippia sidoides (GIRLS): animais foram submetidos a administragéo oral de
Extrato Alcoolico de Lippia sidoides (150mg/kg/dia) por trés dias. No quarto dia, foi
administrada a ultima dose, e entdo, 1h depois, 0s animais foram sujeitos a laparotomia

com isquemia e nefrectomia.
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Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais dos experimentos in vivo.

Grupos Procedimento Administracao através de
Cirurgico gavagem

Sham Falso-Operado Veiculo (dgua + tween 25)

Sham + LS (GLS) Falso Operado Lippia sidoides (150 mg/kg)

I/IR (GIR) I/IR Veiculo (dgua + tween 2%)

I/R + LS (GIRLS) I/IR Lippia sidoides (150 mg/kg)

Legenda: I/R = Isquemia/Reperfusdo; LS = Lipppia sidoides;

O tempo de reperfusdo nos grupos que sofreram isquemia (GIR e GLSIR) foi
de 48h. Os grupos SHAM e GLS, uma vez que ndo ha isquemia/reperfusdo, simularam
as 48h de reperfusdo. Os animais ficaram em gaiolas metabolicas nas ultimas 24h do
experimento, por onde foi coletada a urina de 24h. Logo ap0ds a obtencdo do volume
urinario, os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg) e, em
seguida, foi conduzida uma laparotomia e dissec¢éo da veia cava abdominal, por onde foi
coletado o sangue através da puncgdo deste vaso. As amostras sanguineas foram coletadas
em microtubulos (2mL) contendo 20uL de heparina a 10% e, posteriormente,
centrifugadas a 3.500 rpm a uma temperatura de 4 °C durante 15 minutos. As amostras
de plasma obtidas foram armazenadas em um freezer a -80°C para dosagens bioquimicas.
Seguidamente a coleta sanguinea, foi coletado o rim que sofreu a lesdo por
Isquemia/Reperfusdo, sendo cortado cuidadosamente em duas partes, sendo que uma
parte foi armazenado em formol tamponado 10% para o posterior estudo histopatoldgico.
A outra metade do tecido foi mantido no gelo e rapidamente conduzido a -80°C para

serem utilizados nos protocolos do dano oxidativo.
3.4. Avaliagéo da funcéo renal

As amostras de sangue obtidas através da coleta nos animais foram
centrifugadas (3500 rpm durante 10 minutos) para obtengdo de plasma. Os parametros
bioquimicos foram aferidos utilizando um equipamento de andlise automatico (Roche
Diagnostics Limited, Rotkreuz Suica). Foram determinados niveis de albumina urinéria,
creatinina plasmatica e urinaria e ureia plasmatica e urinaria.

O Clearance de creatinina (Clcr) foi calculado para determinar a funcéo renal
dos animais, calculando-se a taxa de filtracdo glomerular (TFG). Este foi utilizado para

determinar a funcéo renal dos animais e calculado por meio da seguinte formula:
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Clcreat = CU x V/ CP
Sendo:
CU = creatinina urinéria, em mg/dL;
V = volume urinario das ultimas 24h, em min/mL;
CP= creatinina plasmatica, em mg/dL;

Os valores do Clcr foram expressos em ml/min.

3.5. Avaliacdo da Funcéo Tubular

A fracdo excretada de s6dio (FENa*) e a fracdo excretada de potassio (FEK™)
consistem nos percentis de Na* e K* filtrados e excretados na urina. Existe uma variacédo
muito grande no manejo idnico destes durante os quadros de Lesdo Renal Aguda.

A fracdo de excrecdo de sodio (FENa™) e (FEK™) foi calculada a partir da
mensuracao de sodio e potassio urinario e plasmatico por meio do analisador de eletrélitos
9180 (Roche, Brasil) pelo método eletrodo ion seletivo. Foi utilizado como diluente o
Snap Park® (Roche, Brasil) para preparo da solucéo padréo e solugdo para mensuragéo
de eletrolitos urinaria. O aparelho foi calibrado usando padrdo contendo 140 mEqg/l de
Na*e 5 mEg/l de K*. O controle para mensuracao das amostras foi realizado com Isetrol®
(Roche, Brasil).

Com as concentragfes plasmaticas e urinarias de sédio e potassio foram
determinadas as fracOes de excrecdo de Na* e K" (FENa®, FEK"). Estes parametros

servem para analisar do manejo renal de tais ions.

O célculo utiliza as seguintes formulas:

Clearance Na*

FENa*" = x 100

Clearance de creatinina
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Clearance K*

FEK* = x 100

Clearance de creatinina

Os valores foram expressos em %.

3.6. Determinacéo dos niveis urinarios de KIM-1 e NGAL

Os niveis de KIM-1 e NGAL foram determinados na urina usando um ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) comercial (R & D Systems, Inc - Cat. DY1750,
Minneapolis, MN). Pocos da placa de ELISA foram revestidos diluindo o anticorpo de
captura (72 pg/mL) para uma concentragdo de trabalho de 0,4 pg/mL em PBS, obtendo-Se o
volume final de 100 uLL em cada pogo. A placa foi selada e incubada overnight a temperatura
ambiente. Cada placa foi lavada duas vezes com 400 uL de tampao de lavagem (Tween-20 a
0,05% em PBS). As placas foram bloqueadas pela adi¢do de 300 uL de BSA a 1% em PBS
durante 2 horas. 100 pL de padrao de KIM-1 recombinante humano (nas concentragdes de 0
a 20 ng / mL) e urina foram adicionados aos seus respectivos pocos e colocados temperatura
ambiente durante 2 horas. A placa foi lavada novamente e 100 pL de anticorpo biotinilado
caprino anti-KIM-1 (400 ng/mL) foram adicionados a cada poco. A placa foi incubada a
temperatura ambiente durante 2 horas. O passo de lavagem foi repetido e, apds, 100 uL de
estreptavidina-HRP foram adicionados a cada poco e incubados a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Ap6s nova lavagem, 100 uL da soluc@o de substrato foram adicionados
a todos 0s pocos e incubados a temperatura ambiente durante 7 minutos. A rea¢do foi parada
adicionando 50 uL de solugéo de paragem a todos o0s po¢os. A absorbancia foi medida a 450
nm com uma corregdo de absorbancia a 540 nm. A concentragdo de KIM-1 e NGAL foi
calculada com base na curva padrdo de cada marcador e expressa em termos absolutos em

ng/mL de sobrenadante.

3.7. Avaliacdo do Equilibrio Oxido-Redutor no Tecido Renal
3.7.1. Determinacdo dos niveis de Malondialdeido (MDA)

As substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico - TBARS (Thiobarbituric

acid reactive substances) sdo representadas principalmente pelo Malondialdeido (MDA)
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e formadas como um subproduto da peroxidagdo lipidica (KIL et al., 2014). A
concentracdo de MDA no tecido renal foi determinada como um indicador da peroxidacgéo
lipidica, tal como descrito anteriormente, utilizando o método das substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) (MIHARA et al, 1980) em amostras de homogenato de
tecido renal.

Animais foram sacrificados 48h ap0s reperfusdo, e o rim esquerdo foi
removido e uma parte do tecido foi homogeneizado com 1,15% KCL para fazer um
homogenato a 10%. Em seguida, 3ml de solucédo de &cido fosforico 1% e 1ml de solugéo
de &cido tiobarbiturico 0,6% foram adicionados a 0,5ml do homogenato em um tubo. A
mistura foi aquecida em agua a ponto de ebuli¢do por 45min. Em seguida, 4ml de solucao
de n-butanol foi adicionado a mistura vigorosamente. A absorbancia foi medida por

espectrofotometria a 532 e 520 nm. Os resultados foram expressos em nmol/g de tecido.

3.7.2. Determinacdo dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

A determinacdo da concentracdo da GSH, uma enzima antioxidante hidrossoluvel,
baseia-se na reacdo do reagente de Ellman, o 5,5'-ditiobis (&cido 2-nitrobenzbico)
(DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais &cido 2-nitro-5-tiobenzoico.
A medida do produto de reacdo formado é feita por leitura da absorbancia a 412nm,
conforme descrito por SEDLAK & LINDSAY (1968). Preparou-se 0 homogenato do rim
esquerdo a 10% em EDTA (0,02 M). Em seguida, foi retirado 400 uL desse homogenato
e adicionado 320 pL de agua destilada e mais 80 pL de acido tricloroacético a 50%. O
material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 min. Em seguida foi recolhido 400
uL do sobrenadante e adicionou-se 800 pL de tampao Tris-HCI (0,4M), pH 8,9 e mais 20
uL de DTNB (0,01 M). Ap6s 1 minuto da reacdo foi feita a leitura da coloragdo em
412nm, através de um espectrofotdmetro. A concentracdo da Glutationa Reduzida foi
expressa em nanogramas de GSH por grama de tecido.

3.8. Cultura de células tubulares renais
3.8.1. Obtencéo, Cultivo e Manutencéo das Linhagens Celulares

Foram utilizadas linhagens celulares imortalizadas nos ensaios envolvendo
cultivo de células - células HK-2 - conforme descrito a seguir. As células HK-2 séo

células de tubulos proximais de rins humanos derivadas de rins normais e imortalizadas


https://pt.wikipedia.org/wiki/Peroxida%C3%A7%C3%A3o_dos_l%C3%ADpidos
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pela transfeccdo com o papiloma virus HPV-16, mantendo s caracteristicas de receptores
e canais tubulares e a possibilidade de se correlacionar os efeitos obtidos nos ensaios in
vitro com possiveis efeitos em humanos, sendo utilizadas com frequéncia por
reproduzirem as caracteristicas fisiologicas de reabsorcdo e recuperacdo dos tubulos
renais (RYAN et al, 1994).

As linhagens celulares foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro
e foram mantidas em cultivo no Laboratério de Nefrologia e Doencas Tropicais do
Departamento de Anélises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade Federal do Ceara.
As células foram cultivadas em condigdes ideais em garrafas plasticas estéreis de 75 cm2 em
estufa de CO2, mantendo as culturas a 37 °C e 5% de CO2. O crescimento das células foi
acompanhado diariamente através da observacao por microscopio invertido, para verificagcdo
da densidade celular na monocamada. Apds atingirem confluéncia, o meio foi removido, as
células foram lavadas com 5 mL de PBS estéril e deslocadas com 1 mL de tripsina/EDTA
(0,25 %) por 5 a 10 minutos a 37°C. Aliquotas das células deslocadas foram transferidas para

novas garrafas contendo meio DMEM.

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

condices ideais para garantir aderéncia e consequente tratamentos.

3.8.2. Ensaio de Viabilidade Celular

Para avaliacdo da citotoxicidade da Lippa sidoides nas linhagens estudadas, foi
realizado o ensaio de viabilidade celular pela redu¢cdo do MTT. O MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) é um sal de tetrazolio de cor
amarela que, quando em contato com células viaveis, é internalizado por endocitose e clivado
por desidrogenases do citoplasmaticas e mitocondriais, produzindo um sal de cor arroxeada
chamado formazan (MOSMANN, 1983). Em seguida, os cristais de formazan sdo exocitados
e podem ser solubilizados pela adigdo de reagentes como DMSO ou dodecilsulfato de sodio
(SDS). Células ndo-viaveis perdem a capacidade metabélica de internalizar e clivar o MTT.
A concentracdo de formazan produzido e diretamente proporcional a quantidade de células

viaveis e é medida pela leitura da absorbancia a 570 nm.
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Células HK2 dispostas em placas de 96 pogos foram tratadas com as
concentracgdes obtidas ap6s a diluicdo seriada de Lippia sidoides. Apos 24 horas, 100 uL do
sobrenadante foram retirados de cada poco e, em seguida, foram adicionados 10 pL da
solucdo de MTT (2,5 mg/mL em PBS) foi adicionado. As placas foram incubadas a 37°C no
escuro por 4 horas e, em seguida, 90 pL. de uma solug@o de SDS (10 % p/v em HCL 0,1 N)
foram adicionados. As placas ficaram em repouso por 17 horas para completa solubilizagéo
dos cristais de formazan e, por fim, foi realizada leitura espectrofotométrica em leitora de
microplacas. Como critério de corre¢do foi usada a média do branco, formado por pocos
contendo apenas DMEM que receberam MTT e SDS semelhantemente aos grupos
experimentais.

Para o calculo da viabilidade celular, inicialmente foi subtraida a média das
absorbéancias do branco de todos os pocos. A viabilidade foi calculada em percentual levando
em consideracdo as absorbancias dentro dos grupos experimentais. Para o calculo, a média
das absorbancias do grupo controle foi considerada como sendo 100 % de viabilidade, os

demais grupos receberam valor proporcional calculado por regra de trés simples.

3.9. Inducéo de I/R in vitro

A lesdo in vitro por hipoxia/reoxigenacao foi induzida pelo método da camara
anaerdbica, o qual visa mimetizar danos associados a eventos de I/R (GINO et al, 2014).
As células foram plaqueadas em placas estéreis de plastico, e mantidas overnight, para
permitir adesdo e proliferacdo celular. Para a indugdo da isquemia, 0 meio de cultura
normal foi substituido por DMEM privado de glicose, piruvato e SBF e em seguida as
placas foram incubadas numa camara anaerdbica por 24 horas. A reperfuséo foi realizada
apos o periodo na camara, através da adicdo de um meio de cultura completo e retorno
das celulas a atmosfera de 5% de CO> por um periodo de 3 horas.

Em seguida, as placas foram tratadas com Lippia sidoides em varias
concentragdes por um periodo de 24 horas. Todos os ensaios foram realizados em paralelo
nas células em condi¢des normais de aerobiose a fim de detectar eventuais concentracfes

toxicas das substancias em estudo, além de efeitos diretos sobre as linhagens celulares.
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Fig. 4. Camara de anaerobirose.

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

anaerobiose-em-pvc-rigido.

3.10. Ensaios de Respiracdo Celular por Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é um método em que as células em suspensdo sdo
contadas por deteccdo fotoelétrica através de FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter)
— Contadores de Células Ativados por Fluorescéncia, permitindo alta sensibilidade do
método. As células sdo injetadas no centro de um feixe de solucdo salina em fluxo
continuo. Dessa forma, elas s&o forgadas a passar individualmente pela cdmara de leitura,
atravessando um ou mais feixes de luz de comprimento de onda especificos. Ao passarem
pela camara de leitura, as células causam a dispersao frontal do feixe luminoso, criando
uma sombra, esta é chamada dispenséo frontal, ou FSC (Foward Scatter) — é usada como
medida do tamanho da célula. A dispersao lateral de luz, chamada de Side Scatter (SSC),
acontece devido ao encontro do feixe luminoso com as estruturas intracelulares, como
organelas, nucleo e granulos, permitindo a avaliacdo da complexidade ou granulosidade
celular. Além disso, quando células ou outras particulas sdo marcadas com fluorocromos,

o feixe luminoso provoca a excitagcdo dessas moléculas e consequente emissdo de luz
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detectada em leitores de fluorescéncia (FL1, FL2, FL3, FL4 e FL5) (HAN et al, 2015).

Alguns destes procedimentos podem ser vistos na Fig. 05.

Fig. 5. Principio da andlise por citometria de fluxo.
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Fonte: Adaptado de HAN et al (2015).

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

detectadas pelo laser de argénio.

3.11. Analise da producéao de ERO citoplasmaticas.

O principio do ensaio baseia-se na introducao da sonda ndo-fluorescente 2',7'-

diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) no interior das células, provendo um
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substrato oxidavel (DCFH), como representado na figura 06. O DCFH-DA é um
composto estavel nao-fluorescente lipofilico que facilmente atravessa a membrana das
células. Dentro da célula, enzimas citosdlicas (esterases) desacetilam o DCFH-DA para
formar a 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH) a qual, devido a sua polaridade, fica confinada
no citoplasma. Espécies reativas de oxigénio geradas durante a explosdo respiratoria
oxidam o DCFH formando a 2',7'-diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi), que possui
fluorescéncia verde, com excitacdo em 488 nm e deteccdo em 515-545 nm pelo sensor
FL1. A fluorescéncia verde produzida pela formacdo de DCFoxi é proporcional a
capacidade oxidativa da célula. Desta forma a intensidade da fluorescéncia intracelular se
torna uma medida dos metabdlitos oxidativos produzidos pelas células (ARANDA et al,
2013).

Fig. 6. Principio do método de analise de ERO citoplasmaética usando DCFH-DA.
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Fonte: Adaptado de ARANDA et al. (2013).

Para o a incorporagdo do DCFH no interior das células, SuL (concentracao
final 20 uM) da solugdo estoque foram adicionados aos pogos da placa de 24 pocos
contendo as células em cultivo 3 horas ap6s o tratamento com Lippia sidoides, como
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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
citometro de fluxo. Assim, a média de intensidade de fluorescéncia relativa produzida
durante a exploséo respiratoria pela oxidacdo do DCFH foi coletada atraves do filtro de

fluorescéncia verde.

3.12. Avaliacéo do Potencial Transmembranico Mitocondrial

Para a analise do potencial de membrana mitocondrial foi utilizado o corante
Rodamina 123 (Rho123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), especifico para a
marcacdo mitocondrial em células vivas (Fig. 07). O fato de ser um fluorocromo catidnico
(carregado positivamente) permite que seja atraido pelo elevado potencial elétrico
negativo presente na membrana mitocondrial, incorporando-se no interior das organelas,
emitindo fluorescéncia vermelha. Alteracbes ao nivel da integridade mitocondrial
(potencial transmembranico) podem ser detectados pela reducdo da intensidade de
fluorescéncia vermelha (FL>).

Apds o tratamento dos grupos com Lippia sidoides, as células foram
coletadas, lavadas com PBS e incubadas com Rho123 (10 pg/mL) por 30 minutos. Por
fim, foram lavadas 3 vezes com PBS e analisadas por citometria de fluxo para verificagdo
da intensidade de fluorescéncia vermelha com excitacdo a 488 nm e deteccdo a 563-606 nm
(O'CONNOR et al, 1998).

Fig. 7. Estrutura da Rodamina.

Fonte: JOHNSON et al. (1980).

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

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

3.13. Western Blot

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

Dessa forma, serd utilizada a técnica do Western Blot visando analisar
alteracdes na expressdo de Nefrina no tecido renal em condi¢Ges normais e apos passarem
pelo modelo de I/R. Foi avaliado também se o tratamento com Lippia sidoides é capaz de
gerar alguma interferéncia no nivel de expressao dessa enzima.

Para tanto, foi feito um homogenato dos rins coletados e congelados,
utilizando tampé&o RIPA (TrisHCI 50 mM; pH 7,4; NaCl 150 mM; deoxicolato de s6dio
0,25%; NaF 10 ug/mL e EDTA 1 mM) gelado adicionado coquetel inibidor de protease
(1:100 de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) a 2mM e o ortovanadato de sddio, um
inibidor de fosfatase, a 1 mM). Ao final, o material foi centrifugado a 8000 x g por 10
min a 4°C e o sobrenadante separado e conservado a -20°C para posterior quantificacdo
das proteinas totais.

A guantificacdo de proteinas totais dos homogenatos foi realizada por método
colorimétrico (LOWRY et al, 1951) segundo metodologia do fabricante do kit comercial
(BioRad Laboratories). Para calibracdo do método foi confeccionada uma curva padrao
de proteina utilizando a albumina sérica bovina (BSA).

Precedendo os experimentos, os volumes das amostras foram ajustados a
concentragdo de 1 mg de proteina/mL ou normalizadas pelo nivel de creatinina urinaria e
desnaturadas em banho a 96°C em tampao de amostra contendo SDS (dodecilsulfato de
sodio) por 5 minutos para posterior separacdo por eletroforese de proteinas.

Para a separacao das proteinas por peso molecular, foi realizada a eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE) em sistema vertical BioRad Laboratories mini-
PROTEAN® Tetra Cell, conforme padronizado anteriormente (TOWBIN et al, 1979). O
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gel a ser utilizado apresenta a seguinte composi¢do: 10% de poliacrilamida em tampé&o
Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 (BioRad Laboratories). Foi adicionado acima deste gel, um
“stacking gel”, ou gel de empacotamento com 5% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI
0,5M, pH 6,8.

Precedendo o inicio da corrida eletroforética, em um dos pocos do gel foi
adicionado um marcado de peso molecular (Full-Range Rainbow Marker: 12 — 225 kDa;
GE Healthcare) e nos demais pogos foram adicionados 20 pL da proteina extraida
desnaturada de cada amostra (correspondente a 20 pg de proteina total por poco). Foi
realizada a separa¢do utilizando um potencial elétrico gerado por uma voltagem constante
de 125 V e amperagem livre (Fonte elétrica modelo PowerPac™, modelo HCPower
Supply) a temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora e meia, até 0 marcador de
peso molecular se mostrar completamente separado no gel.

As proteinas separadas foram transferidas para uma membrana nitrocelulose
(BioRad Laboratories) em suporte apropriado para a eletrotransferéncia pelo método de
imersdo (BioRad Laboratories, modelo MiniTrans Plot Modulo), contendo papéis de
filtro e esponjas molhadas com tampdo de transferéncia gelado (Tris-HCI 25 mM; pH 8,3;
glicina 192 mM e metanol 20%). A eletrotransferéncia foi realizada sob diferenca de
potencial elétrico gerado por amperagem constante de 400 mA, voltagem livre e
temperatura de 4 °C durante 2 h.

Com o término da transferéncia, as membranas ficaram incubadas overnight
com solugdo de BSA 5% em tampdo Tris salina contendo 0,1% de tween 20 (TBST, pH
8,0) visando bloqueio de interacfes inespecificas do anticorpo com a membrana. Em
seguida, as membranas foram incubadas por uma hora com anticorpos primarios de
reconhecimento da Nefrina (1:1000 (Abcam, Cambridge, UK) diluidos em BSA 5% em
TBST. O anticorpo primario anti 3-actina (Abcam, Cambridge, UK) foi utilizado como
padrdo enddgeno de proteina constitutiva.

As membranas foram novamente submetidas a 5 lavagens com TBST 1x sob
agitacdo moderada (5 minutos/lavagem) e incubadas com o anticorpo secundario anti-
rabbit IgG conjugado com enzima peroxidase (Abcam, Cambridge, UK), diluido na
proporcao de 1:3000 em BSA 5% em TBST. Para deteccéo por quimioluminescéncia, foi
utilizado o reagente Clarity™ ECL (BioRad Laboratories). O reagente foi incubado com
as membranas no escuro por 5 minutos e a aquisicdo de imagens foi realizada no

equipamento ChemiDoc™ MP Imaging System (BioRad Laboratories). Para anélise das
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imagens foi utilizado o Software Image Lab™ Software versio 5.1 (BioRad

Laboratories).

3.14. Analise Histoldgica

Ap0s 48h de reperfusdo, o rim esquerdo foi removido e colocado em uma
solucéo de formol tamponado 10%. Apds 24h, o rim foi transferido para solucédo alcoolica
70% e levado para analise histologica. O tecido renal foi fixado com solugdo formalina
10%, e depois incorporado com parafina. SecOes de corte de 5um foram entdo corados
com Hematoxilina e Eosina (HE). Uma andlise qualitativa foi realizada de acordo com

padrdes morfoldgicos basicos tipicos de lesdes tubulares proximais.

3.14. Anélise estatistica

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

Para investigar o efeito protetor da Lippia sidoides na lesdo renal aguda
induzida por I/R, niveis séricos de creatinina, uréia e aloumina foram medidos 48h apds
o inicio da reperfuséo (Fig. 08). Comparado com o grupo SHAM, os animais que sofreram
lesdo renal por I/R exibiram um aumento significante nos niveis de creatinina (1,08+0,15
mg/dL vs 0,3+0,03 mg/dL) e uréia plasmatica (149,8+25,25 mg/dL vs 30,67+2,8 mg/dL)
(p<0,05). Entretanto, o pré-tratamento com Lippia sidoides diminuiu significativamente
0s niveis de creatinina (0,55+£0,04 mg/dL) e uréia (56,8+4,02 mg/dL) no plasma, apds a
lesdo (p < 0,05).

Fig. 8. Efeito da Lippia sidoides na funcdo renal apds LRA por I/R.
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Legenda: Os valores da figura representam a média = E.P.M. A:Concentracdo de creatinina plasmatica
(mg/dL) *(p < 0,05) vs SHAM, # (p < 0,05) GIR. B: Concentracdo de uréia plasmatica (mg/dL) *(p < 0,05)
vs SHAM, # (p < 0,05) vs GIR. C: Concentra¢do de albumina urinaria (mg/g-Cr) *(p < 0,05) vs SHAM, #
(p < 0,05) GIR.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 Efeito da Lippia sidoides no Clearance de creatinina apés LRA induzida por I/R

O Clearance de creatinina (Clcr) foi calculado para determinar a funcao renal
estimando-se a taxa de filtracdo glomerular (TFG) (Fig. 09). TGF reduzida demonstra
comprometimento da funcdo renal. Comparado com o grupo SHAM, o0s animais que
sofreram lesdo renal por I/R tiveram uma significativa diminuicdo no clearance de
creatinina (0,13+0,06 ml/min vs 1,53+0,16 ml/min) (p < 0,05). O tratamento com a Lippia
sidoides aumentou de forma significativa o clearance ap6s a lesdo renal (0,66+0,1 ml/min
vs 0,13+£0,06 ml/min) (p < 0,05).

Fig. 9. Efeito da Lippia sidoides na taxa de filtracdo glomerular ap6s LRA por I/R, através

do célculo do Clearance de creatinina.
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Legenda: Os valores da figura representam a média + E.P.M. do Clearance de creatinina (ml/min). *(p <
0,05) vs SHAM, #(p < 0,05) vs GIR.

Fonte: elaborada pelo autor.
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4.3 Efeito da Lippia sidoides sobre a fun¢do tubular ap6s LRA por I/R

Para avaliacdo da capacidade funcional tubular, foi calculado a Fracdo de
Excrecdo de Sodio (percentagem do sodio excretado em relagéo ao sddio filtrado). Houve
um aumento significativo da percentagem de sédio excretado no grupo que sofreu lesdo
por I/R em relagdo ao grupo SHAM (1,10+0,31 vs 0,12+0,02) (p < 0,05), o que significa
uma inabilidade dos rins dos animais deste grupo em manter a funcéo tubular adequada
(Fig. 10A). O tratamento com a Lippia sidoides diminuiu significativamente a
percentagem de sédio excretado em comparacdo com o grupo que sofreu a lesdo
(0,37£0,12 vs 1,10+0,31) (p < 0,05).

Na figura 10B, assim como o resultado anterior, mostram-se valores nos
quais o grupo GIR atinge niveis significativamente maiores de excrecdo de K*, em relacdo
ao grupo SHAM (89,96+19,65 vs 13,25+1,38) (p < 0,05), reforgando o resultado do grau
lesivo tubular. Esses valores foram significativamente reduzidos no grupo tratado com a
Lippia em relacdo ao grupo que sofreu a lesdo por I/R (27,04+6,57 vs 89,96+19,65) (P <
0,05).

Fig. 10. Efeito da Lippia sidoides sobre a funcdo tubular. FENa™: Fracdo de Excrecdo de
Sédio. FEK™: Fracdo de Excrecdo de Potassio.
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Legenda: A: Os valores da figura representam a média + E.P.M. da FENa* (%) *(p < 0,05) vs SHAM, e #
(p <0,05) vs GIR. FEK": Fracdo de Excrecdo de Potassio. B: Os valores da figura representam a média +
E.P.M. da FEK+ (%) *(p < 0,05) vs SHAM, # (p < 0,05) vs GIR.

Fonte: elaborada pelo autor.
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4.4 Efeito da Lippia sidoides sobre os novos biomarcadores renais

Células tubulares proximais sdo potencialmente propensas a sofrer os danos
oxidativos por serem acentuadamente funcionais. Com o objetivo de analisar o dano

especifico nas células tubulares renais, avaliou-se a liberagdo de KIM-1 e NGAL na urina.

A figura 11 mostra que o protocolo de I/R foi capaz de triplicar os niveis basais
de KIM-1 encontrados no grupo controle (27,65+5,53 vs 8,42+3,1) (p<0,05). Com
relagdo ao NAL, verificou-se um aumento bastante significativo de concentragéo na urina
(399,8+123,4 vs 30,65+10,19) (p<0,05). Adicionalmente, a Lippia sidoides reduziu
significativamente os niveis de KIM-1 (11,84+4,15) e NGAL (73,40£20,15) na urina,
indicando que o tratamento pode proteger as células renais tubulares dos danos causados

pela I/R.

Fig. 11. Efeito da Lippia sidoides sobre os niveis de KIM-1 e NGAL
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Legenda: Os valores da figura representam a média + E.P.M. de KIM-1 *(p < 0,05) vs SHAM, e # (p <
0,05) vs GIR e NGAL *(p < 0,05) vs SHAM, # (p < 0,05) vs GIR.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.4 Analise histologica

A avaliacdo histoldgica das amostras de tecidos renais indicou necrose tubular,
dilatacdo tubular, infiltrado de células inflamatdrias e edema celular no intersticio tubular

do cértex renal dos animais ap6s 48h de reperfusdo, como mostra a figura 12. As lesdes
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foram menos intensas nos animais tratados com Lippia sidoides comparados com 0s

animais sem tratamento.

Fig. 12. Fotomicrografia de rim de rato ao final do experimento de Lesdo Renal Aguda por

Isquemia/Reperfusdo (Hematoxilina-Eosina). Aumento 400x.

Fonte: elaborada pelo autor.
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4.5. Efeito da Lippia sidoides sobre os niveis de MDA no tecido renal ap6s a LRA.

A figura 13 mostra que os valores de MDA no tecido renal no grupo que
sofreu lesdo por I/R estavam significativamente aumentados quando comparados com 0s
valores de MDA do grupo que ndo sofreu lesdo (123+7,25 mcg/g tecido vs 89,63+4,57
mcg/g tecido) (p < 0,05), demonstrando um dano oxidativo consideravel atraves da LRA
por I/R. Entretanto, o grupo que recebeu tratamento com a Lippia sidoides diminuiu
significativamente os valores de MDA no tecido em relagdo ao grupo sem tratamento
(107,4+3,4 mcg/g tecido vs 123+7,25 mcg/g tecido) (p < 0,05).

Fig. 13. Efeito da Lippia sidoides sobre os valores de malondealdeido (MDA) no tecido

renal.
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Legenda: Os valores da figura representam a média = E.P.M. de MDA/g tecido, *(p<0,05) vs SHAM,
#(p<0,05) vs GIR.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.6. Efeito da Lippia sidoides sobre os niveis de GSH no tecido renal apo6s a LRA.

A figura 14 mostra que o grupo que sofreu lesdo por I/R apresentou valores de
GSH significativamente reduzidos em relagdo ao grupo que nao sofreu lesdo (1158+256,9
mcg/g tecido vs 1686+103,9 mcg/g tecido) (p<0,05), demonstrando um dano oxidativo
consideravel resultante da LRA por I/R. Os animais do grupo que recebeu tratamento com
Lippia sidoides apresentaram um aumento significativo nos valores de GSH quando

comparados com o0 grupo que sofreu apenas a lesdo (1527+90,05 mcg/g tecido vs
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1158+256,9 mcg/g tecido) (P < 0,05), o que nos sugere uma protecdo tecidual contra o

dano oxidativo causada pela I/R.

Fig. 14. Efeito da Lippia sidoides nos niveis de glutationa reduzida (GSH) no tecido renal
apos LRA por I/R.
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Legenda: Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de GSH (mcg/g tecido) *(p<
0,05) vs SHAM, #(p<0,05) vs GIR.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.7. Ensaios de viabilidade celular

Inicialmente, com o objetivo de avaliar a citotoxicidade da Lippia sidoides nas
células renais HK-2, foi realizado o ensaio MTT visando tracar uma faixa de
concentragdes adequadas para trabalho, ou seja, concentracbes que nao sejam
consideradas toxicas. Foi observado que, nas concentracOes avaliadas, a Lippia sidoides
diminuiu a viabilidade celular nas concentragdes de 500 ¢ 1000 uM em condi¢des normais
de aerobiose, portanto, essas concentragcdes foram descartadas dos ensaios posteriores
(Figura 15).
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Fig. 15. Ensaio de viabilidade celular de reducdo do MTT mostrando a toxicidade da

Lippia sidoides em células renais.
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Legenda: Os resultados sdo mostrados como média + SEM. *(p<0,05) comparado ao grupo controle de

veiculo.
Fonte: elaborada pelo autor.

A hipdxia associada a rapida oxigenacdo e consequente desequilibrio redox € uma
caracteristica pronunciada de lesdes por isquemia/reperfusdo. Nesse contexto, na figura
16, é possivel observar que a I/R foi capaz de reduzir a viabilidade celular para
aproximadamente 50% quando comparado ao controle. Além disso, células que foram
submetidas a I/R e foram subsequentemente tratadas com Lippia sidoides mostraram um
efeito protetor, indicado pelo aumento ou manutencdo da viabilidade, especialmente na
concentragdo de 62,5 uM, que apds 24 horas de tratamento mostrou uma viabilidade de
83,98% em relagcdo ao grupo controle, sendo considerada a mais baixa concentracdo a
apresentar efeito protetor. Na concentragdo de 125 um apresentou-se uma viabilidade de
71,37%; entdo essas duas concentracbes foram escolhidas para 0s proximos

experimentos.
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Fig. 16. Ensaio de viabilidade celular de redu¢do do MTT mostrando a morte de células

renais HK2 apds isquemia/reperfusdo e a recuperacao apos a exposicdo a Lippia sidoides.
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Legenda: Os resultados sdo mostrados como média £ SEM. p <0,05 comparado aos grupos de controle de
veiculo. *(p<0,05) vs C-, #(p<0,05) vs I/R. I/R = Isquemia/Reperfuséo.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.8. Ensaios por citometria de fluxo
4.8.1. Analise da producdo de ERO citoplasmaticas

Uma das principais causas de morte celular por apoptose € o estresse oxidativo
causado pelo acumulo intracitoplasmético de ERO, o que leva & oxidacdo de lipidios de
membrana, degradacdo do DNA, formacao de corpos apoptoticos e Apoptose. Nesse sentido,
a afericdo da produgdo de ERO intracitoplasmatica foi realizada atraves da medicdo da

fluorescéncia relativa a oxidacdo do DCFH-DA.

Inicialmente, a figura 17 mostra, em termos de intensidade de fluorescéncia relativa,
que o protocolo I/R foi capaz de aumentar a producdo de ERO em 40% dentro da ceélula.
Além disso, o tratamento com Lippia sidoides 62,5 pg/mL apos I/R reduziu essa elevagédo

para 2,6%. Histogramas representativos das populacdes celulares sdo mostrados na figura 18.
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Fig. 17. Andlise do estresse oxidativo e produgdo de ERO citoplasméticas em células

renais HK2 por citometria de fluxo através do ensaio utilizando o DCFH-DA.
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Legenda: Os dados séo expressos como fluorescéncia relativa ao controle £ SEM. p <0,05. *p<0,05 vs.
controle; #p<0,05 vs. I/R. I/R = Isquemia/reperfusao.

Fonte: elaborada pelo autor.

Fig. 18. Histograma representativo do ensaio com DCFH-DA, apresentando o grupo
tratado com Lippia sidoides na concentracdo de 62,5 pg/mL
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Legenda: Estdo apresentados o grupo controle, I/R (isquemia/reperfusdo) e tratado com Lippia sidoides
62,5 pg/mL. Os picos representam a contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva

fluorescéncia.

Fonte: elaborada pelo autor.
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4.8.2. Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial

Situacdes de hipdxia ou acimulo de ERO podem levar a disfuncéo mitocondrial,
especialmente no contexto do potencial elétrico transmembrana, essencial para a
respiragdo celular. O A¥Ym foi medido usando uma sonda fluorescente chamada
Rhodamine-123. A figura 19 mostra os resultados em termos de intensidade de
fluorescéncia relativa. Os dados permitem observar que o grupo I/R mostrou
aproximadamente apenas metade do potencial mitocondrial comparado ao grupo
controle, indicado pela diminuicdo no acimulo e, consequentemente, na marcacdo de
Rho-123. Além disso, a Lippia sidoides aproximou o A¥m dos grupos tratados com o do
grupo controle. O grupo tratado com a Lippia sidoides 62,5 ug/mL apresentou 97,58% de
AW¥m com relag@o ao controle. Histogramas representativos das populagdes celulares séo

mostrados nas Figuras 20.
Fig. 19. Andlise do potencial transmembranico mitocondrial em células renais por

citometria de fluxo através do ensaio utilizando a Rodamina 123.
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Legenda: Os dados sdo expressos como fluorescéncia relativa ao controle £ SEM. p <0,05. *(p<0,05) vs
SHAM, #(p<0,05) vs GIR. GIR: Grupo Isquemia/Reperfusio.

Fonte: elaborada pelo autor.
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Fig. 20. Histograma representativo do ensaio com Rodamina 123, apresentando grupo

tratado com Lippia sidoides na concentragdo de 62,5 ug/mL.
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Legenda: Estdo apresentados o grupo controle, I/R (isquemia/reperfusdo) e tratado com Lippia sidoides
62,5 pg/mL. Os picos representam a contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva

fluorescéncia.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.9. Avaliacdo da expressdo de Nefrina por Western Blot

Foi analisada a expressdo da Nefrina normalizada pela anélise concomitante da
expressdo da proteina constitutiva f-actina. Conforme a figura 21, as analises permitiram
observar que, nas no grupo que passou pela lesdo por I/R os niveis Nefrina praticamente
diminuiram significativamente quando comparados com os do grupo SHAM. Ademais,
o0 tratamento com a Lippia sidoides se mostrou capaz de aumentar significativamente os

niveis de Nefrina apés a I/R, indicativo de protecao celular.
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Fig. 21. Expresséo relativa de Nefrina no tecido renal.
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Legenda: Os dados estéo expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pds-
teste de Bonferroni. *p<0,05 vs SHAM; #p<0,05 vs GIR.

Fonte: elaborada pelo autor.

Fig. 22. Fotografia representativa do ensaio de Western blot, representando a expresséo da Nefrina no tecido

renal em comparag@o com a expressdo de B-actina no tecido renal expostas a isquemia/reperfuséo (I/R).
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Juntos, esses dados sugerem que o efeito nefroprotetor da Lippia sidoides pode se
dar através da inibicdo da diminuicdo da expressdo da Nefrina, sendo essa proteina uma
das principais responsaveis pela manutencédo da estrutura dos poddcitos.
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5. DISCUSSAO

A LRA ¢ caracterizada pela rapida perda da funcdo renal e da incapacidade
dos rins em excretar substancias, concentrar a urina e de manter o balanco
hidroeletrolitico adequado no organismo. Geralmente, € resultado de causas isquémicas
que se mantém por periodos varidveis de tempo. Apesar do grande avango no
entendimento e no tratamento dos mecanismos fisiopatologicos, nos ultimos 40 anos 0s
indices de mortalidade ainda continuam excessivamente elevados (SCHRIER et al, 2004;
BELLOMO, 2011). Isquemia, seguida de reperfusdo, é uma das maiores causas de LRA,
na qual é uma frequente sindrome clinica com alta morbidade e mortalidade (MENKE et
al, 2014). Lesdo por I/R no tecido renal inicia um complexo evento celular que resulta em
dano e morte das células renais devido a uma combinacdo de apoptose e necrose
(DITONNO et al, 2014). Os mecanismos que ddo inicio & LRA ainda néo estéo claros.
Contudo, j4 é bem descrito que, durante a I/R renal, as ERO produzidas pelas
mitocondrias desempenham um papel importante na leséo tecidual (KADKHODAEE et
al, 2014). Os mecanismos subjacentes aos danos renais costumam ser multifatoriais e
interdependentes, envolvendo hipdxia, dano por estresse oxidativo e resposta
inflamatoria. Nesse contexto, o estresse oxidativo pode levar a oxidacdo da membrana
fosfolipidica e consequente inflamagéo (ZHAO et al., 2018). E um fendmeno complicado,
devido ao fato de a reperfusdo, apesar de ser essencial para a sobrevivéncia do tecido
renal que sofreu isquemia, causar um dano adicional, chamado lesdo por reperfusao
(PALLER et al, 1984). Portanto, a fisiopatologia da LRA por I/R envolve um complexa
relacdo entre a hemodinamica renal, a leséo tubular e a geragdo de EROs (GILL et al,
2005).

Dessa forma, é valida a busca de substancias que tenham a¢édo protetora sobre
células ou tecidos submetidos a isquemia/reperfusdo. Sabe-se que, nas Gltimas décadas,
foi observado um aumento no uso de produtos naturais em pesquisa (HAYACIBARA et
al, 2005). Sendo assim, a Lippia sidoides se destaca nesse contexto como uma substancia
de potencial terapéutico, uma vez que inimeros trabalhos demonstram as atividades
bioldgicas desta, bem como suas possiveis aplicacdes terapéuticas (DE MORAIS et al,
2016). Entretanto, apesar desse grande numero de estudos e do fato de existir uma
consideravel quantidade de informacdes disponiveis no que concerne aos aspectos
quimicos e bioldgicos da Lippia, sua aplicacdo terapéutica ainda pode ser considerada
incipiente (ALMEIDA, 2018).
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No presente estudo, conseguimos reproduzir um quadro de LRA induzida
por I/R em um modelo animal, e utilizamos a Lippia sidoides com o objetivo de tentar
prevenir danos no tecido renal através de uma possivel nefroprotecdo. ABOUTALEB et
al, (2018) e DA COSTA et al, (2015), demonstraram experimentalmente alternativas
terapéuticas advindas de produtos naturais em diferentes tipos de nefropatia, expondo
assim, a eficacia destes em relagéo a esta fisiopatologia.

Os modelos de lesdo renal contribuem para o esclarecimento dos
mecanismos fisiopatoldgicos e para o estudo de possiveis alternativas terapéuticas de
nefroprotecdo, contribuindo para reduzir a severidade da lesdo tubular frente ao insulto
isquémico.

O modelo de LRA do nosso estudo é valido e confiavel, pois reproduzimos
alteragOes renais conforme relatos clinicos de outros estudos. Foi observado uma elevagédo
significativa da creatinina sérica no grupo que sofreu lesdo por I/R, sendo esse dado
reforcado pelo estudo de LASZLO et al (2018) e de GANG et al (2013), que relataram
dados similares de creatinina sérica em animais que sofreram o mesmo processo de lesdo
renal (isquemia de 60min + nefrectomia, seqguido de reperfusdo). De acordo com 0s
resultados apresentados, o tratamento com Lippia sidoides reduziu significantemente os
valores de creatinina sérica comparado com o grupo que sofreu apenas a lesédo por I/R.

Outro achado importante em nosso estudo foi a elevagdo da uréia sérica
apos I/R quando comparado com o grupo controle. Este resultado estd de acordo com
relatos descritos anteriormente na literatura, como o estudo de HU et al, (2018). No
presente estudo, a Lippia sidoides também foi capaz de reduzir os valores de uréia sérica
em relacdo ao grupo I/R.

Elevacdo na creatinina e uréia sérica é um sinal de deterioracdo da funcéo
glomerular, que resulta em uma disfuncéo renal de acordo com o tempo (SAHNA et al,
2006). A concentracdo de creatinina no plasma é mais significante em relacdo aos niveis
de uréia na fase inicial da doenca renal, pois uma pequena elevagdo da creatinina resulta
diretamente na queda da taxa de filtracdo glomerular (TFG), o que indica a possibilidade
de haver algum problema renal (EATON & POOLER, 2006). Por outro lado, niveis de
uréia comecam a subir depois que acontece um dano no parénquima renal. Como a uréia
tambem sofre filtragdo, nos infere 0 mesmo tipo de andlise anterior, na qual uma medida
de sua concentracao plasmatica também é um indicador da TFG. A excrecdo renal deve
igualar-se a producdo, pois 0s niveis plasmaticos podem aumentar até um valor

patoldgico, produzindo uma condi¢do chamada de uremia.
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Em nosso estudo, foi observado um acentuado aumento nos niveis
plasmaticos de uréia, sendo esses achados compativeis com o dano renal relacionado com
a lesdo isquémica (KLATTE et al, 2015). Portanto, a diminuicdo plasmatica nos niveis
destes compostos (creatinina e uréia) pelo tratamento com a Lippia sidoides no nosso
estudo nos sugere um efeito benéfico dos componentes desta substancia.

A TFG é um parametro de fundamental importancia para avaliacdo da
funcdo renal, pois nos fornece uma estimativa do nimero de néfrons funcionantes, sendo
entdo considerada uma estimativa legitima para a identificacdo de disfuncéo renal. A
avaliacdo da TFG no nosso estudo se deu a partir do Clearance de creatinina (Clcr). A
LRA causa uma queda acentuada da taxa de filtracdo glomerular (TFG) com consequente
deterioracdo da funcdo renal. Na pratica clinica, o clearance de creatinina em urina de 24
horas, diretamente proporcional a medida da creatinina urinaria e inversamente proporcional
a de creatinina plasmaética, ainda é utilizado para determinacdo da TFG (ANDRADE et al,
2018). Estudos recentes mostram o uso da medi¢cdo da depuracao de creatinina associada a
dosagem de potassio sérico para avaliagdo do dano renal (BURNS & HO, 2018).

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

Além disso, foi demonstrado que os niveis de albumina estavam elevados na
urina dos animais submetidos a LRA induzida por I/R, estando de acordo com resultados
descritos na literatura (LANE et al, 2018), que demonstraram aumento da albumindria na
Lesdo Renal Aguda. O tratamento com a Lippia sidoides foi capaz de diminuir
significativamente os niveis de albumina na urina.

Estudos prévios mostram que a taxa de filtragdo glomerular (TFG) e a medicéo
dos niveis de proteinas na urina, principalmente de albumina, sdo pardmetros importantes no
diagndstico de LRA e da doenca renal cronica (RADISIC BILJAK et al, 2017). A albumina
¢ a mais abundante proteina de alto peso molecular (~66kDa) presente no plasma e é
excretada na urina de forma continua. Porém, devido seu tamanho e carga, a mesma nédo deve
ser livremente filtrada. Quando a excre¢do de albumina é maior que 30mg/dia indica o
processo de albumindria, que reflete uma alteracéo na barreira de filtragdo glomerular, sendo
assim, niveis altos de albumina na urina podem indicar danos renais a nivel de glomérulo
(VART et al,2016).

O tubulo proximal é responsavel pela reabsorcdo da maior parte das

substancias que sao filtradas pelo glomérulo, principalmente pela reabsorcdo de sodio
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através dos transportadores na membrana apical das células tubulares. Essa é uma funcéo
importante do rim, uma vez que o transporte de outros ions e de solutos necessita
diretamente ou indiretamente da reabsorcdo de Na®. Esse mecanismo utiliza,
indiretamente, a energia liberada pela quebra do ATP. Portanto, é fundamental a
disponibilidade de energia advinda dos ATPs, que sdo fornecidos pelas vias metabdlicas.
Logo, alteracdes nestas vias, como a causada pela isquemia, modificam a integridade
estrutural das células tubulares, resultando em modifica¢fes na taxa e na fungédo tubular
(KHUNDMIRI et al, 2004; FATIMA et al, 2005). Em condig¢des normais, cerca de 65%
da carga filtrada de sédio sdo reabsorvidos (EATON & POOLER, 2006). Por outro lado,
em condi¢Oes isquémicas, devido a um déficit de energia, ocorre um desequilibrio da
bomba de Na*K*-ATPase, o que gera uma disfuncdo dessa proteina transportadora na
membrana da célula do tabulo. Isso resulta em uma falha na reabsor¢do de Na* nessa
regido, levando a elevagdo da FENa" (DEVARAJAN et al, 2006).

No presente estudo, foi visto que houve um comprometimento da funcao
tubular pelo aumento da FENa* apds a instalacdo da LRA. Este resultado esta de acordo
com os resultados de outros estudos, como o de SINGH et al (2018), que relatou que
mesmo com o tempo de isquemia de 60min houve um aumento significativo na excregdo
de sadio.

Também foi possivel observar que Lippia sidoides foi capaz de reduzir a
elevacdo na FENa* provocada pela LRA.

Em condic6es normais, a intensa reabsorcdo de Na* pelo tdbulo proximal
forma o gradiente quimico que favorece a reabsorcdo passiva de outras substancias
permeaveis ao epitélio tubular, como o K™ (KOO et al, 2018). Dessa forma, um aumento
na excrecdo de Na* acarreta também um aumento da excre¢do de K*.

Outra justificativa para elevada excrecdo de potassio, é que no ducto coletor
a secrecdo de K esta diretamente relacionada com a reabsorcdo de Na*. Logo, devido ao
aporte aumentado de sédio para o ducto coletor, uma vez que este ndo estd sendo
reabsorvido no tubulo proximal, mais sodio acaba entrando nas células principais e mais
potassio é secretado (BERNE E LEVY, 2009).

Assim, da mesma forma como encontrado para a FENa*, obteve-se uma
elevacdo significativa da FEK™ em animais submetidos a LRA. A Lippia sidoides também
foi capaz de reduzir a elevagdo na FEK* provocada pela LRA, mostrando assim um efeito
protetor da substancia em estudo. Dessa forma, os resultados encontrados em relacdo a

FENa®™ e a FEK" indicaram elevados niveis desses fons excretados na urina,
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caracterizando bem o comprometimento tubular na LRA por I/R. De acordo com estudos
como o de KIM et al (2013), disfungdes na excrecao de sddio e potassio observados no
quadro de LRA isquémica esta associado com necrose do tabulo proximal, condizente
com 0s nossos achados da microscopia.

O diagnostico precoce de lesdo renal aguda (LRA) permanece como uma
problematica, devido a falta de biomarcadores iniciais adequados de lesdo renal e da
funcdo renal. Os biomarcadores sdo, de fato, Uteis e devem ser incorporados como
essenciais em estudos experimentais de LRA, em particular para rastrear danos precoces
e sutis. A Lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL), como um marcador
precoce de LRA, supera tais limitacdes e parece demonstrar que o diagnostico de LRA
em seus estagios iniciais é possivel e util. A NGAL estad aumentada significativamente
em pacientes com LRA, mas ndo nos controles correspondentes. Além disso, esse
aumento na NGAL é descrito em varios estudos entre 24 e 48 horas antes do aumento da
creatinina (RONCO, 2007), indicando que um aumento mais rapido do nivel de NGAL
comparado ao nivel de creatinina sérica em resposta a LRA é um dos seus beneficios em
substituicdo ao uso da creatinina. Portanto, pode ser um melhor marcador na fase
reversivel ou menos grave da LRA (HAASE et al, 2009).

Durante a lesdo renal, a expressdo de NGAL é induzida em segmentos
proximais de maneira predominante, mas também em segmentos distais do néfron. O
papel do NGAL parece ser de regeneracao das células renais através do transporte de
ferro durante a nefrogénese. De fato, estudos em camundongos com LRA por isquemia,
tiveram melhora das injarias no tecido renal ap6s administracdo de NGAL externo
(MISHRA et al, 2005).

Sem a LRA e em condi¢des normais, 0 NGAL é produzido em peguenas
quantidades no néfron distal, e 0 NGAL sistémico é filtrado pelo glomérulo e totalmente
reabsorvido no tabulo proximal. Desse modo, pequenos niveis de NGAL sao detectados
na urina e no plasma. Durante a LRA, a expressao de NGAL ¢ induzida no tubulo distal,
resultando em um aumento dos niveis urinarios. Além disso, na LRA a reabsor¢éo tubular
proximal estd comprometida, diminuindo a reabsorcdo de NGAL e aumentando seus
niveis urinarios (DAVIDE BOLIGNANO, 2008; SCHMIDT-OTT, 2011).

Ademais, a Molécula de Lesao Renal-1 (KIM-1) é um novo biomarcador para
lesdo de tObulo proximal renal, indetectavel em rins normais, mas € marcadamente
elevada na les&o renal aguda (LAHOUD et al, 2015) . E considerado um marcador tnico,

com alta sensibilidade e especificidade, mas, acima de tudo, utilizado para o diagnostico
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de lesdo renal precoce, especialmente de células tubulares proximais lesadas (TAN et al,
2015).

O KIM-1, uma glicoproteina (90 kDa) transmembranica, esta localizado na
membrana apical das células tubulares proximais. E conhecido que o seu dominio
extracelular é clivado durante a injdria renal, o que é capaz de transformar células locais
em fagocitos para remocéo de corpos apoptoticos. O dominio clivado € entdo eliminado
na urina e se torna detectavel. No presente trabalho, a urina foi colhida para determinar a
concentracdo de KIM-1 e correlacioné-la com a injuria renal por I/R e o efeito protetor
da Lippia sidoides.

Foi observado um aumento estatisticamente significativo de KIM-1 e NGAL
nas urinas dos animais submetidos a I/R. Este resultado € 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 (LUO et al, 2014). A detec¢do urinaria
de KIM-1 tem sido estudada como um potencial biomarcador precoce, sensivel e
especifico do dano celular no epitélio tubular, uma vez que ¢é detectavel durante o inicio
da LRA e sua presenca nessa amostra representa sua producdo intrarrenal (PARIKH;
MANSOUR, 2017).

O presente estudo mostrou que os valores de KIM-1 e NGAL na urina foram
significativamente menores nos grupos tratados com Lippia sidoides do que no grupo I/R.
Estes parametros sdo biomarcadores confiaveis para a detec¢cdo precoce da LRA. O nivel
desses biomarcadores apés a lesdo pode identificar a LRA muito mais cedo do que os
métodos convencionais. Além disso, nossos resultados mostraram que os marcadores de
lesdo tubular renal, como o NGAL e KIM-1, estavam aumentados no grupo I/R, com
aumento da relacdo albumina-creatinina na urina, que por sua vez € um marcador de dano
glomerular renal. Isso indica que, na lesdo renal por I/R, estdo envolvidas lesdes tubulares
e glomerulares renais. O tratamento com Lippia sidoides foi capaz de proteger contra
danos tubulares e glomerulares.

Outro aspecto que merece destaque diz respeito aos poddcitos, pois estes
compreendem uma estrutura tripla com células endoteliais vasculares e uma membrana
basal glomerular no glomérulo renal, formando uma barreira critica para a filtracdo de
moléculas grandes, como proteinas, por exemplo. Desta forma, disfun¢des dos podécitos
podem levar a proteinaria (WADA et al, 2016), conforme visto nos resultados deste
trabalho.
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Outro novo e importante biomarcador relacionado aos poddcitos foi
investigado: a nefrina.

A nefrina é uma molécula estrutural chave do diafragma da fenda do poddcito
que fornece suporte arquiteténico aos poddcitos por meio de conversa cruzada com o
citoesqueleto de actina (LIU et al., 2015).

A alteracdo da expressao da nefrina no tecido renal pode estar relacionada a
disfuncéo renal, particularmente a diminuicdo da razéo de filtracdo glomerular (TFG)
estimada (NG et al, 2011). Além disso, a nefrina é usada como marcador de dano renal
glomerular especifico em varios contextos e foi observada antes do desenvolvimento de
albumindria em um estudo anterior (HEIMLICH et al, 2017). Assim, a nefrina pode ser
um biomarcador adequado para detecgdo precoce de LRA.

No presente estudo, a I/R causou uma regulacdo negativa da expressao da
nefrina e o tratamento com LS pdde reverter essa diminui¢do da expressdo da proteina. A
progressdo da LRA, incluindo diminuicdo da TFG, pode ser devido a diminuicdo do
namero de proteinas glomerulares, tal como a nefrina, e essa disfuncdo pode, portanto,
contribuir para a reducdo da funcéo renal.

E fato que a necrose tem sido proposta como mecanismo de morte celular em
rins que sofrem les&o por I/R (SAIKUMAR et al, 2003). Os achados histopatoldgicos no
presente estudo demonstraram que 0 0S animais controles apresentaram aspecto
morfolégico normal, com preservacdo da arquitetura renal e sem alteragbes. Alguns
estudos, com inducdo de I/R em ratos, observaram alteracdes na morfologia renal através
da avaliacdo histologica, semelhantes as encontradas pelo presente trabalho,
caracterizadas por necrose tubular, edema celular no intersticio tubular do cortex renal,
infiltrado de células inflamatorias e dilatacdo tubular (FERREYRA et al, 2013)

Do ponto de vista qualitativo, houve um quadro de alteracbes morfologicas
dos tecidos de animais submetidos a I/R em relagdo ao grupo controle, a exemplo de
edema celular no intersticio tubular do cortex renal, infiltrado de células inflamatorias e
dilatacdo tubular, o que esta de acordo com relatos anteriores, como o0 de MENG et al
(2018). Foi observado que a Lippia sidoides foi capaz de melhorar algumas alteracdes
morfologicas apds o estabelecimento da LRA por I/R, refor¢ando o efeito protetor tubular
da substancia.

No intuito de investigar efeitos mais diretos do extrato da Lippia sidoides e
estudar a fisiopatologia do dano renal por I/R, foram realizados ensaios de citotoxicidad.

Para tanto foram utilizadas células renais HK2, visto que sdo uma linhagem celular



66

imortalizada de tabulos proximais de humanos saudaveis e sdo amplamente utilizadas em
estudos de citotoxicidade, da funcdo renal e de efeitos de substancias em estudos
translacionais (RYAN et al, 1994).

Portanto, os ensaios de cultura de células nos permitem avaliar os efeitos diretos
de substancias em cultivos de células, as quais podem ser provenientes de um cultivo primario
(obtidas diretamente do tecido animal) ou podem ser desenvolvidos em linhagens celulares
imortalizadas.

Os resultados obtidos e apresentados neste estudo, em relacdo as dosagens
bioguimicas reforcadas pelas alteraces na excrecao de eletrélitos, a seletividade do KIM-1
pelo tabulo proximal e a indicacdo de altera¢Ges tubulares na analise histoldgica reafirmam a
escolha desta linhagem na investigacdo dos efeitos renais da Lippia sidoides.

O modelo experimental in vitro utilizado neste estudo tem o objetivo de
mimetizar de maneira confiavel e reprodutivel o dano causado pelo processo de I/R.

Observou-se que o extrato alcoolico de Lippia sidoides nao apresentou
toxicidade nas concentracOes estudadas, exceto nas concentragdes de 500 ug/mL e 1000
pug/mL. Assim, essas duas concentracdes foram excluidas dos demais ensaios, mantendo-
se no estudo as concentracdes subtoxicas.

Como foi dito, a metodologia experimental utilizada neste estudo é um modelo
bem descrito e estabelecido, que mimetiza a hipdxia e a reoxigenagdo que ocorrem no
processo de I/R (CHOI et al, 2016; YOON et al, 2017; WENG et al, 2018). No presente
estudo, foi avaliada a recuperacdo de células renais humanas ap6s a lesdo por I/R e
consecutivo tratamento com Lippia sidoides. Esse método permite a avaliagdo isolada das
células sem interferéncia de mecanismos teciduais compensatorios ou de mediadores
bioldgicos extrarrenais.

No processo de I/R in vitro, as células, quando comparadas ao grupo controle
aerobiose, apresentaram reducdo significativa de percentual de viabilidade, demonstrando,
assim, que foi estabelecida a lesdo por isquemia e reperfusdo. Contudo, ao serem tratadas
com concentracdes pré estabelecidas do extrato alcodlico de Lippia sidoides, as células
tiveram reversdo parcial dos danos celulares causados por I/R, com aumento do percentual
de viabilidade. Tais resultados podem ser explicados pelo fato de que o rim possui alto
potencial regenerativo e pode se recuperar completamente ap6s o estabelecimento de uma
lesdo renal aguda (LRA), visto que a primeira fase do reparo apds a lesdo € caracterizada pela
grande proliferacdo de células epiteliais nos tubulos renais, principalmente, o tabulo proximal
(KRAMANN et al, 2015).
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O estresse oxidativo e a formacdo de ERO a ele associada s&o descritos como
mecanismos de disfuncédo epitelial na LRA induzida por I/R (TAO et al, 2018). No
entanto, as ERO tém funcdes essenciais nos processos de sinalizacdo celular, como a
regulacdo da proliferagéo, diferenciacdo e migragéo celular (JEONG et al, 2018).

A busca farmacolégica de substancias antioxidantes com efeitos
farmacologicos tem sido um desafio para os pesquisadores. No entanto, estudos anteriores
mostraram que a suplementacdo com substancias que combatem a formacdo de ERO,
como vitamina C e E, glutationa e acetilcisteina, se tornaram ineficazes na redugéo total
de danos ap0s lesbes isquémicas (YOUSEF et al, 2012; WENG et al, 2018).

Conhecendo o fato de que o processo de isquemia é responsavel por causar
lesdo tecidual, devido auséncia de oxigénio e que a reperfusdo, que nada mais é que a
reoxigenacdo do tecido, gera a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
responsaveis por exacerbar a lesdo isquémica aguda, foi decidido estudar os efeitos do
extrato alcodlico de Lippia sidoides sobre parametros que avaliam o equilibrio oxido-
redutor no tecido, visto que o extrato possui componentes majoritarios que ja apresentam
efeitos farmacol6gicos antioxidantes previamente descritos (GUIMARAES et al, 2015).

A leséo por I/R causa uma estimulacdo na producdo de radicais livres de
oxigénio, sendo um dos principais eventos que resultam na lesdo. Diversos estudos tém
associado esse aumento na producdo de EROs na LRA induzida por I/R em modelos
animais, como relatado por CHOI et al (2018).

No presente estudo, determinamos os niveis de MDA no tecido renal, e
observamos um aumento significativo nos niveis de MDA em animais expostos & LRA
por I/R, em comparacdo com o grupo que nao sofreu a lesdo. Esses resultados foram
similares e estdo de acordo com estudos prévios, como o de ZHENG et al (2018).

O tratamento com o extrato alcoolico de Lippia sidoides diminuiu a elevacéo
de MDA no tecido renal causada pela lesdo por I/R.

Sabe-se que durante as lesdes renais ocorrem depleces significativas nos
niveis de GSH, como a que ocorre durante um evento isquémico. Nesses casos, € de
fundamental importancia o papel desta enzima para fornecer protecdo a fungéo renal
(HEUVEL, 2012).

A determinacdo de niveis de GSH se baseia na reagdo entre duas moléculas
de GSH, que doam um elétron cada uma para a glutationa oxidada (GSSG), que pode ser

reduzido novamente ao GSH pela acdo da enzima GSSG redutase (GR). O desequilibrio
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redox é evidenciado pela baixa proporcdo das concentracdes das moléculas de GSH e
GSSG (GSH/GSSG) (GIUSTARINI et al, 2013).

No nosso estudo, foi observado que os niveis de GSH diminuiram
significativamente apos o estabelecimento da LRA por I/R, uma vez que 0s animais que
ndo sofreram esse tipo de lesdo estavam com niveis bem superiores de GSH. Esse
resultado esta de acordo com estudos anteriores, como o de DING et al, (2018).

Foi observado que no grupo que recebeu tratamento com a Lippia sidoides,
mesmo apos o estabelecimento da lesdo renal, os niveis de GSH sofreram um aumento
significativo, demonstrando que o extrato foi capaz de reverter a deplecdo de GSH
resultante da LRA por I/R, o0 que nos sugere um potencial antioxidante consideravel.

Estudos anteriores mostram a utilizacdo das determinacdes de MDA e GSH
para avaliagdo do equilibrio redox apds o tratamento com substancias naturais
antioxidantes, como (-)-a-bisabolol e prépolis vermelha, que foram capazes de promover
melhoria da lesdo renal aguda por I/R, sugerindo, assim, o envolvimento de mecanismos
oxidativos na injaria renal (DA COSTA et al, 2015; SAMPAIO et al, 2016).

A partir dos dados obtidos no ensaio do MTT, decidiu-se avaliar as células
por citometria de fluxo, com o objetivo de observar o efeito da Lippia sidoides sobre
mecanismos oxidorredutores durante a I/R, utilizando o DCFH-DA e a Rho123 como
marcadores de estresse oxidativo citoplasmatico e mitocondrial, respectivamente. A
presenca da Lippia sidoides causou diminui¢do do acimulo de ERO induzido pela I/R,
além de melhorar o potencial trasmembranico mitocondrial, como observado pelo
aumento do acUimulo mitocondrial de Rhol23. Esses resultados apontam para o
envolvimento da respiracdo celular e do equilibrio redox nos processos de morte e de
recuperacdo, bem como do mecanismo de acdo da substancia em estudo (SAMPAIO et
al, 2016).

Sugere-se que o efeito benéfico da Lippia sidoides tenha sido evidenciado
através da protecdo diante do dano celular ocasionado pela lesdo por I/R sobre as
proteinas transportadoras na membrana do tubulo proximal. Tal efeito benéfico

provavelmente foi advindo do seu papel antioxidante.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos com o presente estudo demonstraram a atividade do extrato
alcodlico na reducdo da leséo renal, o que foi observado através da reducdo de parametros
bioquimicos, como creatinina, uréia, albumina, fracdo de excrecdo de sodio e potassio.
Além disso, foi observado envolvimento da acdo da Lippia sidoides na taxa de filtracéo
glomerular, o que é mostrado pela capacidade de aumentar o clearance de creatinina.

Restou evidenciado a contribui¢do da para a manutencao da funcao renal.

Observou-se também que o tratamento com Lippia sidoides protege as células
epiteliais tubulares renais humanas (HK2) contra o dano oxidativo causado pela hipdxia
e reoxigenacdo na LRA causada por I/R, demonstrado pela melhora da funcéo

mitocondrial e aumentando a viabilidade celular.

Além do mais, restou evidenciada a participacdo de novos biomarcadores como o
KIM-1, NGAL e Nefrina na LRA induzida por I/R, com o objetivo de obter informacoes
importantes a respeito da localizagédo da leséo renal, avaliando a intensidade da leséo, o
diagnostico diferencial da lesdo, sua capacidade preditora de LRA e os impactos da

intervencdo terapéutica.

Dessa forma, este trabalho destaca a importancia terapéutica da Lippia sidoides,
pois a mesma apresenta diversificadas atividades bioldgicas, sobretudo por seu potencial
antioxidante como estratégia de defesa no modelo de LRA por I/R.
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